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UBER TRIOXY-BISNOR-STEROCHOLANSAURE 
C.>Hi,0; AUS DER GALLE VON RANA 
CATESBINA SHAW. 


Von 


HIROSI MABUTI. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Med. Fakultét Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, Dezember 1940) 


Vor kurzem wurde von Kazuno u. Kurauti (1939) in der 
Galle von Rana Catesbina Shaw eine ungepaarte kohlenstoffreichere 
Gallenséure von der Formel C2g¢H4,O0; vorgefunden und als Trioxy- 
bisnor-sterocholansaéure bezeichnet, da die Saiure drei sekundare 
Alkoholgruppen im Molekiil und zwei Kohlenstoffe weniger als die 
Trioxybufosterocholansaure CsogsH4g0; hat. Diese Saure konnte 
unter Ansiuerung mit verdiinnter Salzsiure mit Ather leicht 
extrahiert werden. Aus 23 Liter (150 tausend Frdésche) Galle 
wurden 20,35¢ Séure gewonnen. Diese Siéure ist dus anderen 
Lésungsmitteln ausser Aceton schwer krystallisierbar. Sie gibt 
eine positive Hammarsten’sche Reaktion und ihre Dehydrosaure 
zeigt eine positive Jaffe’sche Reaktion und bildet Trioxim, was 
alles zeigt, dass sich die drei sekundaren Alkoholgruppen in den 
Stellungen an Cs, Ce, Cie oder an C3, Cz, Cro befinden dtirften 
und dass sich die eine von den drei sekundaren Alkoholgruppen 
in der Stellung an Cs befindet. 

Um nun die Konstitution der Trioxy-bisnor-sterocholansiure 
Co¢H4,0;5 festzustellen, wurde die Saéure zuerst mit Acetylchlorid 
partiell acetyliert, wobei Diacetat vom Schmelzpunkt 165-167° 
gewonnen wurde. Aus diesem Diacetat wurde durch Oxydation 
mit Chromsaure eine Diacetoxy-monoketosiure vom Sehmelzpunkt 
162° erhalten, die durch Hydrolyse mit Kalilauge eine Dioxy- 
monoketosaure vom Schmelzpunkt 188° liefert, was alles genau wie 
bei Cholséurediacetat (Borsche 1924) geschieht. Diese Tatsache 
und die positive Hammarsten’sche Reaktion weist auf die Gegen- 
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wart der drei sekundaren Alkoholgruppen in der Stellung an 
Cs, Cz u. Cys hin. 

Aus der durch Oxydation mit Chromsaure_ erhaltenen 
Triketo-bisnor-sterocholanséure (Kazuno u. Kurauti 1939) vom 
Schmelzpunkt 231° wurde durch katalytische Reduktion mit 
Wasserstoff und Platinoxyd nach Adams unter Aufnahme von drei 
Molen Wasserstoff eine Trioxy-bisnor-sterocholansaure vom 
Schmelzpunkt 172° wieder erhalten, die bei der Mischprobe mit 
der urspriinglichen Saéure keine Schmelzpunktdepression zeigt. 

Hierbei wurde durch Aufhoren der Hydrierung auf dem Weg 
der Aufnahme von einem Mole Wasserstoff Monoxy-diketo-bisnor- 
sterocholansaure vom Schmelzpunkt 180-182° gewonnen und zwar 
wurde bei dieser Hydrierung bald ein Mol Wasserstoff leicht ver- 
braucht. Aus der von Trioxy-bisnor-sterocholansaure befreiten 
Mutterlauge wurde auch eine andere Monoxy-diketo-bisnor-stero- 
cholanséure in minimaler Menge erhalten. Weiter wurde durch 
Alkaliwirkung keine Umlagerung der Triketo-bisnor-sterocholan- 
sdure beobachtet. Dies alles zeigt auch, dass sich die drei 
sekundaren Alkoholgruppen in den Stellungen an Cs, C7 u. Cy 
befinden dirften. Durch Reduktion der Triketoséure nach Clem- 
mensen wurde aber leider keine krystallisierte Stammsaure, Bisnor- 
sterocholansdéure CogH4,02, erhalten. 

Um die Stellung der drei OH-Gruppen und die Kohlenstoff- 
zahl der Trioxy-bisnor-Sterocholansaiure (I) festzulegen, wurde die 
Saure nach der Methode von Wieland, Schlichting u. Jacobi 
(1926) dem systematischen Abbau nach Grignard unterworfen. 
Trioxy-bisnor-sterocholansauremethylester wurde also nach Grig- 
nard in Dimethylearbinol (IT) verwandelt und dieses nach 
Wieland u. Kapitel (1932) acetyliert. Dabei wird ein Tetr- 
acetat vom Schmelzpunkt 135-137° gewonnen. 

Aus diesem Tetracetat wird durch Oxydation mit Chromsiure 
ein um ein Kohlenstoffatom armeres Triacetat, dann durch 
Hydrolyse Trioxy-homo-cholansiure (III) gewonnen. Dieses 
Triacetat sowie die freie Siure wurden nicht krystallinisch sondern 
als Ol erhalten. Diese lige Trioxy-homo-Cholansaéure wurde mit 
Diazomethan verestert und der Ester konnte in genau derselben 
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Weise nach Grignard und nach folgender Oxydation mit Chrom- 
saure zur bekannten Cholséure (IV) von der Formel C24H4 90; 
abgebaut werden. 

Durch diesen Abbau ist bewiesen, dass.die Trioxy-bisnor- 
sterocholansaure (1) eine Formel CogH4,0; hat und ihre drei 
sekundaren Alkoholgruppen sich in den Stellungen an. C3, C7 u. 
Cy. befinden und dass diese Alkoholgruppen gleiche riumliche Lage 
einnehmen, ebenso wie es bei der Cholsiure der Fall ist. 

Was die Bildung der Trioxy-bisnor-sterocholansiure aus 7- 
Dehydro-cholesterin oder Ergosterin anbetrifft, so wird sie in der 
Weise erklart, dass diese Sterine erst durch Methyloxydation in 
eine Séure, dann durch weitere Methyloxydation in eine Dicarbon- 
séure verwandelt werden, um weiter durch Decarboxylierung und 
durch f-Oxydation in bekannte Cholsaure oder Isocholsaure ab- 
gebaut werden zu kénnen, wie Formelbild V erkennen lisst. 

In der Tat hat Lee (1941) neuerdings bei Meerschweinchen 
dureh Zufuhr einer aus der Krotengalle gewonnenen Trioxystero- 
cholensiure (Shimizu u. Oda 1934) die Cholsdure und Desoxy- 
cholséure aus deren Harn gewonnen, die in der Galle von Meer- 
schweinchen eigentlich nicht vorhanden sein sollten. 
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Bis heute wurden also drei Reihen verschiedener kohlenstoff- 
reicherer Gallensiiuren aus der Galle vorgefunden; 3,7,12-Trioxy- 
bisnor-sterocholansdiure CogH440; (Kurauti u. Kazuno 1939), 
3,6,12,24-Tetraoxy-nor-sterocholansiure Cso7HyO5 (Ohta 1950)" 
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3,7,12-Trioxy - bufo-sterocholensaure, 3,7,12-Trioxy - isosterocholen- 
siure CosHig0; (Shimizu u. Oda 1934: Shimizu u. Kazuno 
1936/37) und 3,7,12,22-Tetraoxy-sterocholansdurelakton (Yama- 
saki u. Yuuki 1936, Kim 1941). 

Diese kohlenstoffreicheren Gallensduren werden nach Shimizu 
als eine Zwischenstufe zwischen Gallenséuren von Cy, und 7-De- 
hydrocholesterin C27H4,O oder Ergosterin C2sH4,0 betrachtet und 
sollen im Tierorganismus erst in eine Stammgallensiure wie Chol- 
siure oder Isocholsiure iibergehen, um dann weiter durch Oxy- 
doreduktion in andere an OH-Gruppe armere Gallensauren wie 
Desoxycholsdure tibergefiihrt zu werden. Die kohlenstoffreichere 
Gallensiure enthalt also stets ein Cholsdure- oder Isocholsaure- 
skellett in ihrem Molekiil. 
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BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


I. 3,7,12-Trioxy-bisnor-sterocholansiure vom 
Schmelzpunkt 172°. 


Die Gallenblase von Rana Catesbina Shaw ist erbsen- bis 
daumenkopfgross, kugelig und tief blau oder braunlich griin. Die 
durch Alkohol von Mucin befreite Galle (ca. 23 Liter aus 150000 
Gallenblasen) wurde von Alkohol abgedampft und mit Ather 
erschépfend extrahiert. Dieser Atherauszug wurde als Fraktion | 
bezeichnet. Die mit Ather behandelte Galle wurde unter Ansiiue- 
rung mit verdiinnter Salzsdure vollig ausgeathert. Dieser Auszug 
wurde als Fraktion II bezeichnet. 

Dieser Atherauszug I u. Il wurde mit einer 5%igen Soda- 
losung 3 oder 4mal ausgeschiittelt, bis sich die Sodalosung beim 
Ansauern nicht mehr triibte. 

Aus dem Atherauszug wurde durch Abdampfen ‘des Athers | 
ein leicht braunlicher Riickstand gewonnen. Aus der Sodaldsung 
wurde nach dem Verdampfen des Athers unter Eiskiihlung durch 
Ansiuern mit verdiinnter Salzséure ein tiefbraunlicher Nieder- 
schlag erhalten. Nach 24 Stunden wurde die Fallung abgenutscht, 
mit Wasser gewaschen und getrocknet. 

Die getrocknete Masse sowohl aus dem Atherauszug als auch 
aus der Sodalésung wurde je in Petrolather einige Male digeriert, 
um das Fett zu entfernen. Die Ausbeute aus dem Atherauszug 
betrug 17 g und die aus der Sodalosung 30g. Diese trockne Masse 
wurde je mittelst des Soxhlettapparates mit Ather 48 Stunden lang 
extrahiert, wobei sich auf dem Boden des Gefasses ein feiner Nadel- 
krystall absetzte. 

Dieser Krystall wurde abfiltriert und aus Aceton umkrystal- 
lisiert. Glinzende Nadeln vom Schmelzpunkt 172°. Die Ausbeute 
betrug aus dem Atherauszug 3,9 g und aus der Sodalésung 4,7 g. 
Die nicht in den Ather iibergegangene, in der Hiilse zuriick- 
gebliebene Substanz wurde in Aceton gelést und der beim Hinengen 
der Acetonlésung abgeschiedene Nadelkrystall aus Aceton umkrys- 
tallisiert, wobei der dadurch erhaltene Krystall auch bei 172° 
schmilzt. Ausbeute 10,55 g. 
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Die von dem Nadelkrystall befreite Mutterlauge wurde weiter 
zur Trockenheit eingeengt und in Ather digeriert. Dabei wurde 
ein staubfeiner Nadelkrystall vom Schmelzpunkt 190-195° in der 
Ausbeute von 3g erhalten. Die Mutterlauge, von der der Krystall 
vom Schmelzpunkt 172° und 190-195° zweimal befreit wurde, 
wurde mit Ather erschépfend extrahiert. Dieser Atherauszug 
wurde mit einer 5%igen Phosphatgemischlédsung von PH=7,5 
zwolfmal ausgeschittelt. 

Diese 12 Phosphatlosungen wurden je mit verdiinnter Salz- 
siure ausgefallt, wobei aus allen Fraktionen ein braunlicher 
Niederschlag gewonnen wurde. Dieser Niederschlag wurde je ab- 
genutscht, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Der Nieder- 
schlag wurde aus Aceton-Ather umkrystallisiert und aus der 49. 
Fraktion je ein Nadelkrystall vom Schmelzpunkt 172° erhalten. 
Gesamte Ausbeute 1,22. Der Krystall zeigt eine positive Hammar- 
sten’sche Reaktion und bei Liebermannscher Reaktion eine violette 
kirschrote Farbe. 

3,025, 3,660 mg Subst.: 7,915, 9,575 mg COs, 2,800, 3, 295 mg HO. 

CooHisOs Ber. © 72550 H 10,16 
Get a ‘Td536, 71,85 ea O365 LOO 
Methylester der Saure. 

lg Trioxy-bisnor-sterocholansaure wurde in iiblicher Weise 
mit Diazomethan verestert und der Ester aus Ather umkrystal- 
lisiert. Feine Nadeln vom Schmelzpunkt 165-169°. Der Ester ist 
in Ather dusserst leicht léslich und aus anderen Losungsmitteln 
schwer krystallisierbar. 


II. Katalytische Hydrierung der Triketo-bisnor-sterocholan- 
sdure in Trioxy-bisnor-sterocholansiure. 


1) Trioxy-bisnor-sterocholansdure. 

Diese Triketosiure wurde nach Kurauti u. Kazuno (1939) 
dargestellt. 500mg Platinoxyd wurden in 5ccm Hisessig unter 
Durchleitung mit Wasserstoff gesattigt. Diese Lésung wurde mit 
0,3 g Triketo-bisnor-sterocholansiure von Fp = 230° und 10 cem 
Hisessig versetzt und anderthalb Stunden lang Wasserstoft 
hindurchgeleitet. 
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Dabei nahm die Losung anfangs innerhalb von 5, 10, 15, 20, 
25 und 380 Minuten je 30, 37,5, 42,5, 47, 50 und 50 cem Wasserstoff 
auf. Die Reaktionsloésung wurde vom Platinoxyd abfiltriert, in 
eine zehnfache Menge Wasser eingegossen und mit Kochsalz 
gesattigt. Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert, 
‘getrocknet und aus Aceton wiederholt umkrystallisiert. Nadeln 
vom Schmelzpunkt 172°. Keine Schmelzpunktdepression mit der 
urspriinglichen Trioxy-bisnor-sterocholansiure. Ausbeute 0,15 g. 

Dureh Vergleich der Hydrierungskurve (Figur) der Dehydro- 
cholsdaure mit der der Dehydro-bisnor-sterocholansdure hat sich 
herausgestellt, dass die drei sekundiéren Alkoholgruppen der 
Trioxy-bisnor-sterocholansdure gleiche FHigenschaften wie die 
Cholsiure haben, was wahrscheinlich macht, dass sich die drei 
sekundiren Alkoholgruppen der Trioxy-bisnor-Sterocholanséure in 
den Stellungen an C3, C7; und Cy2 befinden diirften. Dies hat der 
folgende Versuch bewiesen. 


3,455, 3,560 mg Subst.: 9,080, 9,325 mg COs, 3,205, 3,260 mg H.O. 
C26 Hs10s Bern C 71,50 H 10,16 
Geter 6%, iia ow O38 salle. 


50.0 Figur 


a 1: Dehydro-bis-nor- 
: sterocholsaure. 
¢ Imol 2! Dehydro- cholsaure. 
7 
7 


10 20 30 40 
—>* Minute 


2) 3-Oxy-7,12-diketo-bisnor-sterocholansaure. 
Unter genau gleichen Bedingungen wie vorher wurde 0,3 ¢ 
Triketo-bisnor-sterocholansdure mit Platinoxyd nach Adams unter 


10 Minuten langer Durchleitung von Wasserstoff reduziert. Die 
von Platinoxyd abfiltrierte und durch Eingiessen der Reaktions- 
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lésung in Wasser abgeschiedene Fallung wurde getrocknet und 
aus Aceton-Wasser mehrmals umkrystallisiert. 

Die in Schuppen krystallisierte Saure schmilzt bei 180-182°. 
Ausbeute 0,1 g. 

3,405, 4,585 mg Subst.: 9,090, 12,175 mg COs, 3,025, 3,955 mg H:20. 


C26 H1005 Ber. C 72,17 H 9,32 
: Gef. » 72,81, 72,42 » 9,94, 9,65. 


Aus der vollig von hydrierter Trioxy-bisnor-sterocholansaure 
befreiten Mutterlauge wurde durch Einengen ein Nadelkrystall 
vom Schmelzpunkt 163° gewonnen. Es ist hochstwahrscheinlich 
3-Oxy-7,12-diketo-bisnor-sterocholansiure, obwohl sich nicht 
geniigend Saéure zur Analyse ergaben hat. Liebermannsche 
Reaktion: gelb-braun. 

0,l1g der Saéure wurde in iblicher Weise mit Diazomethan 
verestert. Der olige Ester 0,1 g wurde in 20cem Alkohol unter 
Zusatz von 0,2 g Kaliumacetat und 0,1 g Hydroxylaminchlorhydrat 
auf dem Wasserbade 3 Stunden lang erwarmt. Die Reaktions- 
lodsung wurde in viel Wasser eingegossen und die dabei ab- 
geschiedene weisse Fallung aus Alkohol umkrystallisiert. Oxim 
von Nadelkrystall. Der Krystall sintert bei 231° und zersetzt 
sich bei 235°. 


3) Acetate. 
3,7-Diacetoxy-12-oxy-bisnor-sterocholansaure. . 
1g Trioxy-bisnor-sterocholansiure wurde in 15¢cm Essie: 

sdurelosung gelost, mit 0,6g¢ Acetylehlorid tropfenweise versetzt 

und unter Luftabschluss in Zimmertemperatur 3 Tage lang stehen 
gelassen. Dann wurden 300 ccm kaltes Wasser in die Reaktions- 
losung unter Hiskitthlung und Umriihren allmahlich eingegossen. 

Die dabei abgeschiedene weisse Fallung wurde abfiltriert, mit 

Wasser gewaschen, getrocknet und aus Alkohol umkrystallisiert. 

Glanzende halbtransparente Prismen vom Schmelzpunkt 165-167°. 

Mit reiner Trioxy-bisnor-sterocholansiure zeigt die Sdure eine 

Schmelzpunktdepression und zwar sintert sie bei 150° und schmilzt 

bei 160°. Bei Liebermannscher Reaktion zeigt die Sdure eine 

gelbbraune Farbe mit Fluorescenz. 
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3,085, 3,760 mg Subst.: 7,731, 9,480 mg OOo, 2,610, 3,200mg HO. 
Cs0His073 H2O Ber. C 68,01 H 9,33 
Gef. » 68,35, 68,40 » 9,47, 9,52. 

3,7-Diacetoxy-12-keto-bisnor-sterocholansaure. 

015g 3,7-Diacetoxy-12-Oxy-bisnor-sterocholansiure vom 
Schmelzpunkt 165-167° wurde in 3ccm Essigsdurelésung gelist, 
mit einer Chromsdureeisessiglésung (50 mg C,O3 in 1 cem Hisessig) 
tropfenweise versetzt und 30 Minuten lang stehen gelassen. Dann 
wurde das Reaktionsgemisch mit viel kaltem Wasser verdiinnt. 

Die dabei abgeschiedene Fallung wurde abfiltriert, getrocknet 
und aus Alkohol umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 162° (sintern bei 157°). Ausbeute 0,lg. Mit der ur- 
spriinglichen Séure zeigen sie eine Schmelzpunktdepression und 
zwar schmelzen sie bei 140-146°. 

4,120, 3,270 mg Subst.: 10,445, 8,331 mg COs, 3,345, 2,625 mg’ HO. 

C20 H 1007 Ber. C 69,45 H 8,94 
Gef. » 69,14, 69,48 » 9,08, 8,98. 

3,7-Dioxy-12-keto-bisnor-sterocholansaure. 

0,07 g 3,7-Diacetoxy-12-keto-bisnor-sterocholansiure wurde in 
20 cem einer 5%igen Kalilaugelosung gelést und auf dem Wasser- 
bade anderthalb Stunden erwarmt. Nach dem Abkthlen wurde 
die Reaktionslosung mit verdiinnter Salzsdure ausgefallt, die 
Fallung nach dem Waschen mit Wasser getrocknet und aus 
’ Alkohol-Wasser umkrystallisiert. Sechsseitige lange Tafeln vom 
Schmelzpunkt 188°. Ausbeute 0,05g. Bei Liebermannscher 
Reaktion zeigt sie eine griine, dann griinlichgelbe, endlich gelblich 
kirschrote Farbe mit Fluorescenz. 

3,625, 3,420 mg Subst.: 9,585, 9,038 mg COs, 3,255, 3,010 mg HO. 


C2eH420s Bere. #6 71,84 H 9,74 
Get. 7 F251 72:07) ° 5 0,05, 9785: 


III. Wirkung von Alkali und Kaliumhypobromit auf Triketo- 
und Trioxy-bisnor-sterocholansaure. 


100 mg Dehydro-bisnor-sterocholséure vom Schmelzpunkt 230° 
wurde in 20 cc. N/10 Natronlaugelésung auf dem Wasserbade 2 
Stunden lang gekocht, wobei aus der Reaktionslésung durch 
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Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiure unveranderte Dehydro- 
bisnor-sterocholsiure vom Schmelzpunkt 230° erhalten wurde. 
Diese Siiure zeigt mit der urspriinglichen Dehydrosdure keine 
Schmelzpunktdepression. Bei der Dehydrosdure findet also durch 
Kochen mit Alkali keine Umlagerung statt. 

Um die raumliche Lage der sekundiren Alkoholgruppen im 
Molekiil der Trioxy-bisnor-sterocholanséure zu erkennen, wurde 
1,0¢ der Saure in 12cem einer 10%igen Kaliumhydroxydlosung 
gelést, mit 20 cem Wasser und 0,4 g Brom versetzt und 24 Stunden 
lang stehen gelassen. Dann wurde die Lésung durch Zusatz von 
Natriumthiosulfitlosung reduziert, weiter mit verdiinnter Salzsaure 
angesiuert und in Essigather aufgenommen. 

Der Essigitherauszug wurde mit Wasser gewaschen, mit 
Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Dabei schied sich eine 
dlige Masse ab, die aus Methanol und Aceton umkrystallisiert 
wurde. Doch wurde sie nicht krystallinisch sondern als ein Ol 
gewonnen. 

Obwohl das Ol mit Aluminiumoxyd nach Brockmann behandelt 
und durch absoluten Alkohol eluiert wurde und obwohl die durch 
eine Saule von Aluminiumoxyd abgelaufene Lésung zum Trocknen 
gebracht und aus Methanol und Ather wnkrystallisiert wurde, 
wurde die Sdiure doch immer als ein Ol erhalten. Daher wurde 
die raumliche Lage der Alkoholgruppen in den Stellungen an Cs 
und C7 nicht festgestellt. 


IV. Systematischer Abbau der Trioxy-bisnor-sterocholan- 
saure nach Grignard. 
1) Dimethylearbinoltetracetat. 

0,55 g Magnesium und 2,5 g Methylbromid wurden in troecknem 
Ather erwiirmend gelost, mit der atherischen Lésung eines Trioxy- 
bisnor-sterocholanséuremethylesters (1¢@) versetzt und auf dem 
Wasserbade 5 Stunden lang erwirmt. 

Der nach dem Verdampfen des Athers zuriickgebliebene Riick- 
stand wurde mit Wasser versetzt und unter Ansiuerung mit 
verdiinnter Schwefelsiure mit Ather extrahiert. Dieser Ather- 
auszug wurde nach der Entfarbung mit der Natriumthiosulfit- 
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losung mit Wasser gut gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet 
und abgedampft. Die dabei erhaltene trockne Substanz (1g) 
wurde in 50ccm einer 5%igen methanolischen Kalilaugelésung 
gelost und anderthalb Stunden hydrolysiert, mit Wasser verdiinnt 
und auf dem Wasserbade das Methanol abgedampft. 

Dann schied sich die nach Grignard reagierende Substanz ab, 
wahrend die unveranderte Saure in der alkalischen Losung gelost 
war. Diese abfiltrierte Substanz wurde nicht krystallinisch sondern 
als ein Ol erhalten. Somit wurde dieses Ol ohne weiteres nach dem 
Trocknen in 6,8 cem Pyridin gelost, mit 4cem Essigsaureanhydrid 
vom Siedepunkt 137-140° versetzt und 24 Stunden lang auf dem 
Wasserbad gekocht. Das Gemisch wurde in kaltes Wasser gegossen, 
nach 24 Stunden die dabei abgeschiedene Fallung abfiltriert und 
diese Fallung nach dem Trocknen in Ather aufgenommen. 

Der Atherauszug wurde erst mit einer 10%igen Salzsiiure- 
losung gewaschen, um das Pyridin zu _ beseitigen, mit Wasser 
gewaschen und nach dem Trocknen mit Natriumsulfat der Ather 
abgedampft. Der Ruckstand wurde aus absolutem Alkohol um- 
krystallisiert. Tafeln vom Schmelzpunkt 1385-137°. Gesamte Aus- 
beute 8,2 2. 


4,120 mg Subst.: 10,540 mg COs, 3,590 mg H:0. 
CacHssOs Ber. C 69,85 H 9,45 
Gef. » 69,77 An 


Das hierbei mittelst Athylbromid bereitete Diithylearbinol- 
acetat wurde ebenfalls aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. 
Prismen von 143-145°. 


2) Cholsdure aus Dimethylcarbinol-tetracetat. 

4¢ Carbinolacetat wurde in 50cem KEssigsaurelosung gelost, 
wihrend der Erwirmung auf dem Wasserbade bei ca. 90° mit 
einer Chromsiureléisung (4g C,O3 in 50cem Hisessig) innerhalb 
von 14 Stunden tropfenweise versetzt und weiter noch 30 Minuten 
lang auf dem Wasserbade erwirmt. Diese Reaktionslosung wurde 
nach dem Abkiihlen in ein Liter Wasser eingegossen, wobei sich 
ein weisser Niederschlag absetzte. Nachdem das Gemisch unter 
Zusatz von Kochsalz 24 Stunden lang stehen gelassen wurde, wurde 
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die Fallung abfiltriert. 2 

Der Riickstand wurde nach dem Trocknen in Ather aut- 
genommen und der Atherauszug mit einer 5%igen Sodalosung 
ausgeschiittelt. Diese Sodalésung wurde unter Ansduerung mit 
verdiimnter Salzsiure ausgeiithert. Diese Atherlésung wurde nach 
Abdampfen des Athers getrocknet und in 50 ccm einer 10%igen 
Kalilaugelésung gelést und 2 Stunden lang gekocht. Diese Reak- 
tionslésung wurde nach dem Abkiihlen mit verdiinnter Salzsaure 
angesduert, 24 Stunden lang stehen gelassen und dann abfiltriert. 
Der Riickstand wurde nach dem Trocknen aus Aceton, Essigather, 
Alkohol und Methanol abermals umkrystallisiert. Aus allen 
Lésungsmitteln schied sich die Siiure dennoch als ein Ol ab. Aus- 
beute 4,0 ¢. 

4¢ dieser dligen Saure wurden mit Diazomethan verestert und 
der Ester unter Zusatz von 238 g Magnesium und 15,5 g Bromathy] 
nach Grignard in genau gleicher Weise wie vorher behandelt. Die 
durch diese Behandlung erhaltene Substanz wurde in 100 ecm emer 
5%igen methanolischen Kalilaugelésung gelost und gekocht. 

Aus dieser Reaktionslosung wurden sowohl eine Saure als 
auch eine neutrale Substanz erhalten. Die Saéure wurde aus 
EKssigather, absolutem Alkohol, Aceton und Methanol umkrystal- 
lisiert, aber nicht krystallinisch sondern als ein Ol erhalten. Aus- 
beute 34g. 34g der Saéure wurden in 2lcem Pyridin gelést, 
mit 14 ccm Essigsiureanhydrid. vom Siedepunkt 137—140° versetzt 
und 24 Stunden gekocht. Hierbei wurde in gleicher Weise wie 
vorher 4g Carbinolacetat erhalten. Das Acetat wurde in 40 ccm 
Hisessig gelést, mit einer Chromsiure-Hisessiglésung (4¢ ©,O3 in 
40 ccm Hisessig) allmahlich tropfenweise innerhalb 14 Stunden 
versetzt und das Reaktionsgemisch in viel Wasser eingegossen. Die 
dabei abgeschiedene Fallung wurde in eine Saure und neutrale 
Substanz abgetrennt. Die Siure wurde mit einer 8%igen 
methanolischen Kalilauge 2 Stunden lang hydrolysiert. 

Die durch verdiinnte Salzsiure ausgefallte Siure wurde aus 
Kssigather, Aceton und Alkohol umkrystallisiert. Hierbei wurde 
die Saure nicht krystallinisch, sondern als ein Ol erhalten, <Aus- 
beute 2 ¢. 


Trioxy-bisnor-sterocholansaure CogH440;. 129: 


Die dlige Saure wurde in Aceton-Benzol gelést und durch eine 
Sdule von Aluminiumoxyd nach Brockmann einlaufen gelassen. 
Durch Extraktion der Saule mit absolutem Alkohol wurde beim 
Hinengen aus der Lésung ein Nadelkrystall gewonnen. Ausbeute 
6,0 mg. 

Die aus Alkohol umkrystallisierte Saiure schmilzt bei 198° und 
zeigt mit reiner Cholsiure keine Schmelzpunktdepression, schmilzt 
aber mit Isocholsiiure bei 185-190°. Die Siure zeigt eine positive 
Hammarstensche Reaktion. 

4,240 mg Subst.: 10,970 mg COs, 3,670 mg H.0. 


Ca H Os Ber a@s 70358 H 9,87 
Gef. » 70556 » 9,68. 


V. Clemmensensche Reduktion der Triketo-bisnor- 
sterocholansdure. 


0,3 g Triketo-bisnor-sterocholansiure wurde in 50 cem Hisessig 
gelost und mit 20¢ diinner Zinksttickchen versetzt, deren Ober- 
flache durch gesattigte Sublimatlosung amalgamiert worden war, 
und weiter unter Zusatz von 30cem der Salzsaureeisessiglosung 
(50 cem Hisessig +50 cem konzentrierter Salzsaure) auf dem Sand- 
bade 9 Stunden lang gekocht. Nach dem Sieden wurden erst nach 
3 Stunden, dann nach 6 Stunden je 30cem Eisessig und kon- 
zentrierte Salzsiurelésung zweimal eingegossen. 

Nach dem Abkiihlen wurde die weisse fettige Masse auf der 
Oberfliche der Lisung abgetrennt und mit Wasser gut gewaschen. 
Diese Substanz wurde aus Ather oder aus absolutem Alkohol mit 
Ather umkrystallisiert, aber nicht krystallinisch sondern als ein 
Ol erhalten. ; 

Diese lige Siure wurde in Ather aufgenommen und mit einer 
5% igen Sodalosung ausgeschiittelt, wobei die Losung weisslich 
getriibt war. Diese getriibte Sodalosung wurde abfiltriert und der 
Riickstand nach dem Trocknen aus Ather umkrystallisiert, wobei 
sich ein Ol abschied. 

Dieses Ol wurde nach vélligem Trocknen bei 120-170° und 
bei 3mm He im Vakuum destilliert. Dabei wurde ein gelbes u. 
édliges Destillat gewonnen. - Dieses Ol wurde aus Ather, Petrolither, 
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Essigither, Methanol, Benzol, Chloroform, Toluol, Hexan und 
Pentan umkrystallisiert. Leider wurde es immer als ein Ol wieder- 
eewonnen. Andrerseits wurde das Ol in seinen Methyl- und 
Athylester verwandelt. Die beiden Ester wurden auch nicht 
krystallinisch gewonnen, sondern blieben immer noch ein Ol. 
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B-TRIOXY-BISNOR-STEROCHOLANSAURE UND 
WIRKUNG DER a-TRIOXY-BISNOR-STEROCHOLAN- 
SAURE AUF BLUTKORPERCHEN UND LIPASE. 


Von 


HIROSI MABUTI. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24. Dezember 1940) 


In voriger Mitteilung (Mabuti 1941) wurde festgestellt, dass 
die in der Galle von Rana Catesbina Shaw vorkommende, von 
Kurauti u. Kazuno (1939) als Trioxy-bisnor-sterocholansaure 
bezeichnete Séure 26 Kohlenstoffatome und ein Cholséureskelett in 
ihrem Molekiil hat und zwar, dass die neue Saéure von Cy¢ eine 
3,7,12-Trioxy-bisnor-sterocholansaure ist. Bei der Isolierung dieser 
neuen Saure aus der Galle wurde eine isomere Trioxy-bisnor- 
sterocholanséure vom Schmelzpunkt 190-195° gewonnen, die durch 
Oxydation mit Chromsaure eine Ketosdure vom Schmelzpunkt 230° 
liefert. Diese Ketoséure zeigt mit der 3,7,12-Triketo-bisnor-stero- 
cholanséiure keine Schmelzpunktdepression. 

Der Unterschied zwischen beiden Saéuren konnte also hochst- 
wahrscheinlich auf der raumlichen Verschiedenheit der sekundaren 
Alkoholgruppe in der Stellung am C3 (oder C7 u. Ci) beruhen, 
was weiter genau verfolgt werden muss. 

Von diesen beiden Séuren mochte ich also die eine Saure vom 
Schmelzpunkt 172° als a- und die andere als /-Trioxy-bisnor-stero- 
cholansaure bezeichnen. Bei dieser Gelegenheit wurden einige 
physiologische Higenschaften der a-Trioxy-bisnor-sterocholansaure 
und der Trioxy-isosterocholensdéure untersucht und gefunden, dass 
die himolytische Grenzkonzentration der beiden Sauren gleich ist 
und zu der von Cholsiiure bei Ziegenblutzellen im Verhaltnis 1:1,25 
(Tabelle I) steht und dass die die Lipase fordernde wirkung der 
beiden Siuren mit der der Cholsiure fast gleich ist. Die Trioxy- 
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isosterocholensiure sowie a-Trioxy-bisnor-sterocholansaure ahneln 
physiologisch stark der Cholsiure, was zu zeigen scheint, dass diese 
beiden Sduren ein Cholsaurederivat sind. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 
A. £-Trioxy-bisnor-sterocholansdure. 


Der Atherauszug, der wie bei der Isolierung der a-Trioxy- 
bisnor-sterocholansdure aus der Galle bereitet ist, wurde mit 
Sodalésung behandelt und der aus beiden Fraktionen— Ather- und 
Sodalésung— erhaltene trockne Riickstand mit Ather véllig extra- 
hiert. Die dabei nicht in Ather tibergegangene Substanz wurde in 
Aceton aufgenommen und aus dieser von der a-Trioxy-bisnor- 
sterocholansaure befreiten Acetonmutterlauge ein Riickstand er- 
halten, aus dem beim Digerieren mit Ather ein staubfeiner Nadel- 
krystall gewonnen wurde. Diese neue Sdaure ist in allen 
organischen Losungsmitteln dusserst leicht loslich und schwer 
krystallisierbar. Erst aus Benzol-Methanol krystallisiert sie in 
feinen Nadeln vom Schmelzpunkt 190-195°. Die Saure ist in 
Aceton schwer, in Ather sehr leicht léslich. Sie zeigt eine positive 
Hammarstensche Reaktion und bei Liebermannscher Reaktion 
eine anfangs schwach violette und dann braune Farbe. 

3,765 mg Subst.: 9,790 mg COs, 3,470 mg H:20. 
Coo HisOs Ber: ~(@»71,50 H 10,16 
Gef. » 70,90 » 10,81. 

Bei Hammarstenscher Reaktion zeigt die Losung anfangs 
rotlichviolette Farbe, die sich bald entfarbt und sich dann nach 
einer Stunde wieder violett farbt, wobei ein Absorptionsstreifen 
an der D-Linie auftritt. 


B-Dehy déo-bisnor-sterocholsiure. 


0,5¢ der $-Saéure wurde in 5cem Hisessig gelést, mit einer 
Chromsdureeisessiglésung (0,5 g C,O3 in 5 cem Hisessig) innerhalb 
von 30 Minuten tropfenweise versetzt und stehen gelassen. Dann 
wurde die Reaktionslésung in 500 ccm kaltes Wasser gegossen, nach 
5 Minuten von der dabei abgeschiedenen Fallung abfiltriert, mit 
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Wasser gewaschen und ‘getrocknet. Die Fallung wurde aus 

Hisessig umkrystallisiert. Feine Nadeln vom Schmelzpunkt 230°. ” 

Ausbeute 0,15 ¢. Diese Siure zeigt bei der Mischprobe mit reiner 

a-Dehydro-bisnor-sterocholséure keine Schmelzpunktdepression. 
3,880 mg Subst.: 10,8365 mg CO, 3,070 mg H.O. 


Coo HasOs Ber. C 72,50 H 8,91 
Get. » 72,86. |» 8,85. 


Methylester der 6-Trioxy-bisnor-sterocholansiure. 

Die Saure wurde in iiblicher Weise mit Diazomethan verestert 
und der Ester aus Methanol umkrystallisiert. Vierseitige Tafeln 
vom Schmelzpunkt 201—203°. 


B. Biologische Untersuchungen der Trioxy-isosterocholensiure 
u. a-Trioxy-bisnor-sterocholansiure. 
1. Hamolytische Wirkuneg. 

Die Trioxy-isosterocholensiiure u. a-Trioxy-bisnor-sterocholan- 
saure wurden nach der Vorschrift der vorangehenden Mitteilung 
aus der Galle von Kroten u. Rana Catesbiana erhalten. Als Kon- 
trolle wurde Cholséure verwendet. Die beiden Saéuren wurden je 
als Natriumsalz in 0,9%iger Kochsalzlosune gelést und in der 
Konzentration von 1/75-1/1200 ¢/eem zum Versuch verwendet. 

Von diesen Lésungen wurden je 2 ccm in kleine Reagensglaser 
gefullt und jedem Rohrehen 1 cem der Blutkorperchensuspension 
(H. Wieland 1920) der Ziege zugefiigt. Alle Rohrehen wurden 
kraftig geschiittelt und dann 1 Stunde lang im Brutschrank, dann 
tiber Nacht im Hisschrank gehalten: die Ablesung erfolgte erst 
am folgenden Morgen. Die Ergebnisse sind in der folgenden 
Tabelle zusammengefasst. 

Die hamolytische Grenzkonzentration der a-Trioxy-bisnor- 
sterocholansiure und der Trioxy-isosterocholensiure liegt je bei 
1:750, die der Cholsiure dagegen bei 1:600. Die a-Trioxy-bisnor- 
sterocholansiure und Trioxy-isosterocholenséure sind also etwas 
viftiger als die Cholsiure, aber viel weniger giftig als Trioxy-bufo- 


sterocholensiure (Makino 19385). 
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TABELLE I. 


ealegaay —Kententration 1:75 | 1:150 | 1:300 | 1:600 | 1:750 |1:1200 
allensaure i Nara aX 


Cholsaiure + aN ae ate = = 

a-Trioxy-bisnor-sterocholansaure ae ate tr ay ar = 

Trioxy-iso-sterocholensaure +h +H ate ay Ae = 
++ Vollstandig. + teilweise. + spurenweise. — keine. 


2. Lipaseférdernde Wirkung der a-Trioxy-bisnor-sterocholan- 
saure. 

Der Lipaseauszug wurde aus frischen Ochsenpankreasdrtsen 
nach der Vorschrift von Kaziro u. Tsuji (1930) hergestellt und 
unter zweifacher Verdtinnung mit Wasser zur Verwendung ge- 
bracht. 

Als Kontrolle wurden Cholséure und die aus der Galle von 
Kroéten isoherte Trioxy-isosterocholensaure (Shimizu u. Kazuno 
1936) verwendet. Die drei oben beschriebenen Gallensauren 
wurden als 1%ige Na-Salzlosung verwendet. Die Olivendlemulsion 
wurde nach Kanitz (1905) hergestellt und das Digestionsgemisch 
aller Versuche mit 10 ccm eines Phosphatgemisches von PH=8 
versetzt. 

Die Versuchsanordnungen sind in Tabelle II angegeben. 


TABELLE II. 


Zusatzlosungen in ecm L EL Th IV 
Puffer 10 10 10 10 
Lipaselosung B} 3 3 

Olivendlemulsion 5 i) 5 5 
1% Gallensiiurelésung 0 2 4 8 
Wasser 8 6 4 0 
Toluol 0,5 0,5 0,5 0,5 


Jedes dieser Digestionsgemische (I-IV) wurde in kleine 
Kolben eingegossen, gut geschiittelt und dann im Brutschrank bei 
37-38° 18 Stunden lang gehalten. Die dabei gespaltene)Fettsaiure 
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wurde mit N/10 NaOH unter Alkoholzusatz titrimetrisch doppelt 
bestimmt (Phenolphtalein) und die dabei verbrauchten Kubik- 
zentimeter der Alkalilangemenge angegeben. Die Ergebnisse sind 


in Tabelle III zusammengefasst. 


TABELLE IIT. (N/10 NaOH in ccm) 


ies Sciatic Gallenvaure % 
> allensaéure Yo 
' a % 19 0,189 0.319 
Arten der Gallensaure ~=~—__ We ie 70 7o 
a, — 
3,65 5,61 7,43 8,55 
Cholsiiure . 3,70 5,56 7,26 8,30 
3.69 5,64 eos 8,18 
3,69 6,90 7,74 9,63 
a-Trioxy-bisnor-sterocholansiiure | ~° 3,71 7,42 8,04 9524 
Shy 6,86 7,86 9,30 
4,12 6,97 7,88 8,76 
Trioxy-iso-sterocholansiure 4,05 6,91 | 7,70 9,03 
4,09 6,85 7,91 8.81 
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UBER DAS SCHICKSAL DER a-3-c-6-DIOXYCHOLAN- 
SAURE” (HYODESOXYCHOLSAURE) IM 
ORGANISMUS VON RANA CATESBINA SHAW. 


VON 


HIROSI MABUTI. 


(Aus dem Biochemischen Institut, Okayama. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(BHingegangen am 24, Dezember 1940) 


Was die Hydrierung der Ketogallensduren im Tierorganismus 
anbetrifft, so wurden von mehreren Forschern Untersuchungen 
angestellt und gefunden, dass die 3,7,12-Triketocholanséiure im 
Krotenorganismus (Shibuya 1933, Yamasaki u. Kyogoku 
1935), 3,7-Diketocholansdéure in demselben (Kyogoku 1937) und 
3,6-Diketocholansaure, 3,6-Diketoallocholansaure im Krotenorga- 
nismus (Tukamoto 1939) unter Umwandlung der Ketogruppe in 
der Stellung am C3 raumlich in eine a- und /-Form bzw. in letztere 
der OH-Gruppe als eine /-Oxyketoséure im Harn ausgeschieden 
werden. 

Diese Epimerisierung fand bei Zufuhr von a-3-Oxy-7,12- 
diketocholansiure im Krotenorganismus (Kyogoku 1987) und 
von a-3-Oxy-6-ketocholansaure im Kaninchenorganismus (Tuka- 
moto 1939) statt. 

Die Ausscheidung der 3,12-Dioxycholansaure im Harn von 
Kaninchen od. Meerschweinehen bei Zufuhr von 3,7,12-Triketo- 
und 3,12-Diketocholanséure, sogar von 3,7,12-Trioxycholansdure 
(Kim 1938 u. 1939), die Auffindung der 3,12-Dioxycholansaure in 
der Galle von Meerschweinchen bei Zufuhr von _ 3,7,12-Triketo- 
cholansdure (Sasaki 1940) oder a-3-Oxy-7,12-diketocholansaure 
(Sasaki 1940), das Vorkommen der 3,7,12-Triketocholansdure im 


1) Die riiumliche Lage der OH-Gruppen in den Stellungen an Cs und Cy 
wurde von M. Tukamoto (1940) festgestellt, indem sie synthetisch dargestellt 
und als a-3-a-6-Dioxycholansiiure bezeichnet wurde. 
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Harn von Meerschweinchen oder im Leberbrei von Meerschwein- 
chen bei Zufuhr der a-3-Oxy-7,12-diketocholansaure oder Zusatz 
der Cholsiiure (Sasaki 1940), die Gewinnung der Desoxycholsaure 
und der a-3-$-6-Dioxyallocholansiure (Tukamoto 1940) aus der 
Galle von Kaninchen bei Zufuhr von 3,6-Diketocholanséure (Mori 
1940) und die Gewinnung der /-3-a-6-Dioxyallocholansaure (Tuka- 
moto 1939) aus dem Harn von Kaninchen bei Zufuhr von 3,6- 
Diketo-allocholansiure . (Miyazi 1938) zeigen wohl, dass im 
Organismus die Cholansiure in Allocholansiure verwandelt und 
die rdumliche Lage der aus der Ketogruppe gebildeten OH-Gruppe 
in der Stellung an C3 und C; der Hauptsache nach in der a-Form, 
dagegen in der Stellung an Cg, in der a- sowie f-Form gebildet 
werden konnte und weiter, dass die Desoxycholsaure unter Oxy- 
doreduktion aus Cholséure gebildet werden kann. 

Im Reagensglas reagiert die OH-Gruppe in der Stelling am 
C, und C; bei Oxydoreduktion in gleicher Weise. Um zu sehen, 
ob dies auch fiir den Tierorganismus gelten kann, wurden den 
Froschen (Rana Catesbina Shaw), deren Galle nach Kurauti u. 
Kazuno (1939) nur kohlenstoffreichere Gallensiure enthalt, 29,1 ¢ 
Hyodesoxycholsaure (1) subkutan verabreicht und die Gallensdure 
im Harn und in der Galle untersucht. Aus 10,44 Litern Harn 
wurden dmg einer Saure (If1) vom Schmelzpunkt 190° erhalten, 
die bei der Mischprobe mit der $-3-a-6-Dioxycholansaure (IIT) 
keine Schmelzpunktdepression ergaben. Die letztere Sdure wurde 
von Tukamoto (1940) durch Reduktion mit Aluminium-isopro- 
pylat aus 3,6-Diketocholansaéure gewonnen. 


HO-~ 


Ou: 
r 
R= -CiH-CH.-CH-COou 


Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die riumliche g-OH- 


Gruppe in der Stellung am C3 der Hyodesoxycholsiure (1) erst 
in der Ketogruppe der 6-Oxy-3-keto-Cholansiure (II) oxy diert 
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uid dann unter Reduktion in eine raéumliche 6-OH-Gruppe der 
$-3-a-6-Dioxycholanséure (III) iibergefiithrt wurde.. 

Im Organismus von Rana Catesbina findet also die Epimeri- 
sierung der OH-Gruppe in der Stellung an Cs statt, waihrend die 
OH-Gruppe in der Stellung an Cy im Hyodesoxycholsiuremolekiil 
unverandert bleibt, genau wie es bei der Bildung der 3,12-Dioxy- 
cholansaure aus 3,7,12-Trioxycholansiure der Fall war (Kim 
1939), indem dabei die OH-Gruppe in der Stellung an C7 reduziert 
wird, waihrend die OH-Gruppe in der Stellunge an Cj; unbeein- 
flusst bleibt. Aus der Galle (ca. 200cem) wurde aber nur 
ursprungliche Hyodesoxycholsiure (6,5 @) wiedergewonnen. 


BESCHREIBUNG DER VERSUCHE. 


Hyodesoxycholsdure vom Sechmelzpunkt 198° wurde als 
Natriumsalz in 0,6%iger Kochsalzlosung gelost, bis die Loésung 1% 
davon enthielt. Pro Tag wurden 2 oder 5 cem dieser Losung 169 
Frodschen von Rana Catesbina 3 oder 7 Tage lang subkutan am 
Riicken injiziert und die Gallensiure in dem dabei gesammelten 
Harn und in der Galle untersucht. Die gesamte verabreichte 
Menge der Hyodesoxycholsiure betrug 29,1 g. 


1. f-8-a-6-Dioxycholansiure aus Harn. 

Der Harn des Frosches wurde vor und nach der Zufuhr von 
Hyodesoxycholsiiure zweimal katheterisiert. Der nach der Zufuhr 
von Hyodesoxycholsiure gesammelte Harn betrug insgesamt 10,44 
Liter. Sein spezifisches Gewicht betrug 1,0025-1,003. Der Harn 
reagierte schwach sauer oder neutral. Dieser Harn wurde mittelst 
elektrischen Foéhns bei niedriger Temperatur zum Trocknen ge- 
bracht und der Riickstand im Exsikkator mit Chlorcalcium vollig 
getrocknet. 

Diese getrocknete Masse (262) wurde mit 1,5 Liter absolutem 
Alkohol 4-5 mal extrahiert. Der alkoholische Extrakt wurde in 
ca. 100 cem eingeengt, mit Kalilauge versetzt, bis die Lisung 5% 
davon enthielt, und 2 Stunden lang gekocht. Dieses Hydrolysat 
wurde in ein Liter kaltes Wasser eingegossen und nach dem Ab- 
dampfen des Alkohols durch Ansiiuern mit verdiinnter Salzsaiure 
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ausgefallt, wobei ein brauner Niederschlag gewonnen wurde. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert und nach dem 
Trocknen mehrmals in Petrolather digeriert, um das Fett zu ent- 
fernen. 

Dieses dadurch erhaltene gelbbraune Pulver wurde durch 
Erwirmen vom Petrolither befreit, in trocknem Ather einige Male 
digeriert, um die Farbstoffe zu entfernen. 

Der Atherauszug wurde mit einer 5%igen Sodalésung aus- 
geschiittelt und aus der Sodalésung schied sich beim Einengen ein 
Krystall von Natriumsalz ab. Dieser Krystall wurde in verdtinnter 
Salzsdure in Essigither aufgenommen und nach dem Trocknen 
mit wasserfreiem Natriumsulfat abgedampft. Der Rutckstand 
(ca. 0,12) wurde aus Aceton umkrystallisiert. Glainzende weisse 
Blattchen vom Schmelzpunkt 158°. Ausbeute 20mg. Diese Saure 
zeigt bei der Mischprobe mit der (-3-a-6-Dioxycholansdure keine 
Schmelzpunktdepression, welch letztere von Tukamoto (1940) 
durch Reduktion mit Aluminiumisopropylat aus 3,6-Diketocholan- 
saure gewonnen worden ist. Durch Umkrystallisieren aus Aceton- 
Wasser stieg der Schmelzpunkt der Saure auf den Schmelzpunkt 
190°, der von Tukamoto angegeben worden ist. 

Bei Liebermannscher Reaktion zeigt sie eine violettrote Farbe 
mit Fluorescenz. 

3,495 mg Subst.: 9,360 mg COs, 3,120 mg H.O. 


CoH ioOu Ber. C 73,41 H 10,27 
Gef./ » 73,04) » ~9,99. 


2. Hyodesoxycholsdure aus der Galle. 


Die den wahrend der Versuche getéteten oder gestorbenen 
Froschen entnommenen 169 Gallenblasen wurden in Alkohol auf- 
bewahrt. Diese durch Alkohol von Mucin und durch Abdampfen 
von Alkohol befreite Galle von ea. 200 cem wurde erst 4-5 mal mit 
Ather extrahiert. Dieser Atherauszug wurde als Fraktion J 
bezeichnet. Dann wurde die Galle unter Ansiuerung mit verdiinn- 
ter Salzsdure wieder 4-5 mal ausgeiithert. Dieser Atherauszug 
wurde als Fraktion II bezeichnet. 

Diese Atherausziige I u. IT wurden je in 5%iger Sodalésung 
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aufgenommen und diese Sodalésungen unter Ansduerung mit 
verdiinnter Salzsdure ausgefallt. Die aus Fraktion I erhaltene 
Sdure wurde aus Aceton umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelz- 
punkt 198°. Ausbeute 1,5 ¢. 

Die aus Fraktion II] gewonnene Sadure wurde mittelst Soxhlett- 
apparates mit Ather extrahiert. Die aus diesem Atherextrakt 
durch Abdampfen des Athers abgeschiedenen Krystalle wurden 
aus Aceton umkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 198°. 
Ausbeute 3,3 ¢. ; 

Die beim Extrahieren mit Ather in der Hiilse zuriickgeblebene 
Substanz wurde in Essigiither digeriert. 

Aus diesem Essigitherauszug wurde beim Einengen eine Kiry- 
stallmasse in einer Ausbeute von 1,9@ erhalten und aus Aceton 
wnkrystallisiert. Nadeln vom Schmelzpunkt 198°. Ausbeute 
LT 

Keine der obenerhaltenen Siéuren zeigt mit reiner Hyodesoxy- 
cholsaure eine Schmelzpunktdepression. 

4,165 mg Subst.: 11,165 mg COs, 3,755 mg H20. 


Cos so Ox Berry -C 73,41 E052 
Gets) 273.0 » 10,09. 
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VORKOMMEN DER TETRAOXY-NOR-STEROCHOLAN- 
SAURE IN DER ,,OKOZE“-FISCHGALLE (INIMICUS 
JAPONICUS CUVIER ET VALENCIENNES). 


Von 


HIROSI MABUTI. 


(Aus dem Biochemischen Institut Okayama, 
Vorstand: Prof. Dr. T. Shimizu.) 


(Hingegangen am 24, Dezember 1940) 


In der Galle von Fischen wurden bis heute verschiedene 
Gallenséuren von Co, und Cz; vorgefunden und zwar waren in den 
meisten Fischgallen Cholsiure und Chenodesoxycholsiure in 
wechselndem Mengenverhaltnisse enthalten, wahrend in der ,,Gigi‘- 
(Ohta 1939), ,,Bari*- und ,,Fugu‘-Fischgalle (Isaka u. Azato 
1940) Tetraoxy-nor-Sterocholansdéure vorgefunden wurde. 

Nun habe ich mich hier mit der Untersuchung der ,,Okoze‘- 
Fischgalle beschaftigt und dabei wurde ausser Cholsaure und 
Chenodesoxycholsaure Tetraoxy-nor-sterocholansiure voregefunden, 
deren Ausbeute in folgender Tabelle zusammengestellt ist: 


eves Me ree 
Gallenmenge Cholsiure | Chenodesory|- J otlo ats 
; = Fe | cholsaure sterocholansiure 
a ee a ‘ oS AB BEe oe 
| | 
: ; ; 5 Ree 
»Okoze -Fisch | 200 cem | 1,8¢ | O,l eg 0,005 g 


1) Cholsdure. 

Die Gallenblase des ,,Okoze“-Fisches ist oval, erbsengross und 
blfulich-braun. Die Galle aus 300 Gallenblasen, ca. 200 cem, 
wurde dureh Alkohol von Muein und durch Abdampfen vom 
Alkohol befreit. Die Loésung wurde mit 100 ccm einer 380% igen 
Kalilaugelésung und 50 cem Alkohol versetzt und im Autoklav bei 
130-140° u. bei 140 mm He 8 Stunden lang hydrolysiert. 

Das Hydrolysat wurde unter Ansdiuerung mit verdtinnter 
Salzsiiure ausgefillt, wobei sich eine briunlich schmierige Masse 
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abschied. Diese Lisung wurde mit Ather gut extrahiert und die 
vom Atherextrakt abgetrennte Liésung mit Ammoniaklésung 
alkalisch gemacht und unter Anséiuerung mit verdiinnter Salzsaure 
wieder mit Ather extrahiert. Diese Behandlung wurde einige Male 
wiederholt. 

Der Atherextrakt wurde nach dem Waschen mit Wasser und 
dann nach dem Trocknen mit Pottasche abgedampft, getrocknet 
und mit Petrolather abermals digeriert, um das Fett zu beseitigen. 

Der Riickstand wurde fein pulverisiert und ausgeathert, 
wodureh er in eine atherlésliche und atherunlosiche Fraktion 
abgetrennt wurde. Der durch Abdampfen von Ather befreite rohe 
Krystall (0,62) wurde aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. 
Vierseitige Tafeln vom Schmelzpunkt 198°. Ausbeute 0,5 g. 

Die atherunlosliche Substanz wurde in Essigather geloést und 
eingeengt, wobei sich Nadelkrystalle abschieden. Diese Krystalle 
wurden aus Alkohol umkrystallisiert. Vierseitige Nadeln vom 
Schmelzpunkt 198°. Ausbeute 1,8¢. Keine Sehmelzpunktdepres- 
sion mit der obenerhaltenen Siure vom Schmelzpunkt 198°. 

3,850 mg Subst.: 9,959 mg COs, 3,357 mg H:O. 


CoH 00s Ber. C 70,53 15( 9,87 
Geter Oro » 9,76. 


2) Tetraoxy-nor-sterochotansiure. 


Die durch abermalige Atherextraktion von Cholsiure ab- 
getrennte Losung wurde zur Trockenheit abgedampft, in 20 eem 
einer d%igen Kalilaugelosung gelost und auf dem Wasserbade ein- 
geengt, wobei sich beim Stehen der Losung das Kaliumsalz der Saiure 
niederschlagt. Dieser Niederschlag wurde in verdiinnter Salzsiure 
zerlegt, in Hssigdther aufgenommen und der Essigitherauszug 
eingeengt. Der dabei abgeschiedene Krystall wurde aus absolutem 
Alkohol-Ather umkrystallisiert. Prismatische Nadeln vom Schmelz- 
punkt 210°. Ausbeute 5mg.. Die Saure zeigt eine positive Ham- 
mastensche Reaktion und bei Myliusscher Reaktion zeigt sie eine 
rubinrote Farbe. Sie zeigt mit der Tetraoxy-nor-sterocholansiure 
keine Schmelzpunktdepression. 
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2,775 mg Subst.: 6,940 mg COs, 2,380 mg HO. 


C2;HisOs Ber. C 69,47 HL 9,94 
Geta 7) 685211 » 9560. 


3) Chenodesoxycholsiure. 

Die vom Kaliumsalz der Tetraoxy-nor-sterocholansaiure ab- 
filtrierte Losung wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die 
dabei entstandene braéunliche Fallunge in 50cem einer 2%igen 
Ammoniaklésung gelést und unter der Erwairmune auf dem 
Wasserbade mit einer 5%igen Bariumehloridlésung tropfenweise 
(4-5 Tropfen X38) versetzt und unter Hinengen stehen gelassen. 

Die dabei abgeschiedene Bariumsalzfaillung wurde in 20 cem, 
einer 5%igen Sodalosung aufgenommen, 2 Stunden gekocht und 
abfiltriert. Das Filtrat wurde mit verdiimnter Salzsiure ange- 
siuert und mit Ather erschépfend extrahiert. Die mit Wasser 
vewaschene, mit Pottasche getrocknete Atherlésung wurde yon 
Ather abgedampft und der Riickstand aus Essigiither umkrystal- 
lisiert. Diese Séure schmilzt bei 120-130° und zeigt mit Chenode- 
soxycholséure keine Schmelzpunktdepression. Ausbeute 0,1 g. Bei 
Liebermannscher Reaktion zeiet sie anfangs eine tiefviolettrote, 
dann braune, endlich olive Farbe. 
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UBER DIE PROTEOLYTISCHEN ENZYME DES 
DARMSAFTES. 


III. Mitteilung: Unterscheidung der Peptonase-, Dipeptidase- 
und Halogenacylasewirkung. 


VON 


MASATAKA MATSUO. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultit 
der Kaiserlichen Tohoku-Universitét, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. S. Utzino.) 


(Hingegangen am 26. Dezember 1940) 


Durch das Adsorptionsverfahren gelane es Waldschmidt- 
Leitz und Mitarbeitern (1929) die Trennung der Amino- 
polypeptidase von Dipeptidase in der Pankreasmazeration aus- 
zuftihren. Was die Darmproteasen anbelanegt, haben Wald- 
schmidt-Leitz, Balls und Waldschmidt-Graser(1929) durch 
das Adsorptionsverfahren nach der Angabe von Waldschmidt- 
Leitz und Schaffner (1926) das Erepsin aus dem Glycerin- 
Extrakt der Darm-Schleimhaut hergestelit, das frei von Proteinase 
(Trypsin) und von Carboxypolypeptidase war, wie es in der 
Pankreasmazeration gelungen ist. Die weitere Trennung des 
Darmerepsins in zwei Komponenten, in eine Aminopolypeptidase 
und eine Dipeptidase wurde von diesen Forschern durch Ein- 
wirkung von Ferrihydroxyd oder besser durch die von Hamatit 
ausgefiihrt. Nach mehrmaliger Adsorption mit Hamatit bei Pi 
5,0 fand sich die Polypeptidase des Darm-Erepsins mit nahezu 
quantitativer Ausbeute frei von Dipeptidase in der Restlosung, 
wihrend die Dipeptidase aus dem Adsorbat mit einer /10 sek.- 
Phosphatlésung eluiert wurde und praktisch frei von Polypeptidase 
war, obwohl die Elution der Dipeptidase nicht quantitativ gelang. 
Nachdem Waldschmidt-Leitz und Balls (1930) Naheres iiber 
die Eigenschaften der Polypeptidase berichtet haben, wurde der 
Wirkungsmechanismus der Dipeptidasewirkung weiter von Balls 
und Kéhler (1931) studiert. 
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Neuerdings haben Utzino und Nakayama (1940) dariiber 
berichtet, dass sie durch Hitze- und Adsorptionsyerfahren die 
Peptonase-Wirkung von der Tripeptidase und der Dipeptidase der 
Niere unterscheiden konnten und schlugen die Annahme einer 
besonderen Wirkung der Nierenpeptonase vor. 

Im Darmsaft des Hundes, in dem sich in der Hauptsache die 
Erepsinwirkung befindet, hat Verf. unter Leitung von Herrn Prof. 
Utzimo die Wirkungen der Peptonase, Dipeptidase und Halogen- 
acylase zu trennen versucht. 

Um die Hydrolyse von Peptonkérpern durch Darmsaft- 
Wirkung sicher festzustellen, wurden hier als Substrat die Magen- 
saft-Digestate von Eiweisskérpern, wie Albuminen, Edestin und 
Fibrin gepriift, die in keinem der untersuchten Versuche mit 
Darmsaft eine nachweissbare Aciditatszunahme zeigten (Matsuo, 
1941). : 

Die Ergebnisse dokumentieren deutlich, dass die Magensaft- 
Digestate von diesen resistenten Proteinkérpern durch Darmsaft 
leicht angegriffen wurden (Tabelle I), trotzdem man das Pepton 
(ex albumine, E. Merck) friiher als unhydrolysierbar durch 
Pankreaserepsin (Waldschmidt-Leitz und Harteneck, 1925) und 
auch dureh Darmerepsin (Waldschmidt-Leitz und Schaffner, 
1926) erklart hatte. 

Wie schon in der vorigen Mitteilung angegeben, kommt hier 
auch eine Halogenacylasewirkung fiir Chloracetyl-l-leucin in Frage, 
namlich ob sie als eine einheitliche Halogenacylase des Darmsaftes 
sich von der Peptonase- oder Dipeptidasewirkung unterscheiden 
lasst. Da die iibersichtlichen Ergebnisse hinsichtlich des Ver- 
haltens des Darmsaftes den Adsorbentien bei verschiedenen Pu- 
Werten gegentiber wie in Tabelle Il darauf hindeuten kénnen, dass 
im Gegensatz zum Adsorptionsverhalten mit Hamatit die Peptonase- 
wirkung in der Hauptsache fast quantitativ durch Tonerde bei 
Pu 4,0 adsorbiert und wieder mittels alkalischer Pufferlésung 
eluiert werden, konnte, hat man das Adsorptionsverfahren mit 
kauflicher Tonerde (E. Merck) sowie mit der nach Willstatter 
und Kraut (1923, 1925) bereiteten Tonerde selektiv bei Pu’ 4,0 
ausgefitihrt und den Niederschlag (Tonerde) der Elution der 
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TABELLE II. 


Verhalten der Peptonasewirkung bei dem Adsorptionsverfahren. 

2cem Darmsaft wurden mit 4 ccm 10%iger Tonerdesuspension (Aluminium- 
. hydrooxyd pure pulv. subst. E. Merck) 1 Stunde bei 250°C erhitzt und 20 cem 
Puffer von verschiedenen Pu-Werten 30 Minuten lang geschiittelt und abzentri- 
fugiert. Der Riickstand wurde mit 22 cem Pufferlosung von PH 7,8 eluiert. 
Mit je 10 cem Adsorptionsrestlésung oder Eluat wurden 10 ccm 4%iger Pepton 
(Witte)-Lésung (PH 7,8) unter Toluol bei 37°C digeriert. Zur Kontrolle 
wurde Enzympufferldsung ohne Substrat unter den gleichen Bedingungen 
digeriert. Die Zunahme der Aciditit in 5c¢cm oder des Aminostickstoffs in 
2cem Digestat wurde nach Sorensen oder nach Van Slyke bestimmt. In 
den Tabellen sind die korrigierten Aciditaétszunahmen angegeben. 


Aciditatszunahme in 5 cem Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 
Enzym Zeit Pu-Wert bei Adsorption 
(Std) 1 30 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 
Hee 24 0,05 0 0,25 0,10 0,55 0,50 
gare 72 045°, |~ 010716 0,902)" W851 110 ate 4.00 
24 0,2 0,75 0,10 0 0,10 0,05 
Eluat 
72 0,30 0,85 0,30 0,15 0,20 0,15 


TABELLE III. 


Trennung der Peptonasewirkung von Dipeptidase- und Halogenacylasewirkung 
des Darmsaftes durch Adsorptionsverfahren. 

Unter den gleichen Bedingungen wie bei Tabelle I wurde hier das Adsorp- 
tionsverfahren bei Pu 4,0 ausgefiihrt und das Eluat mit Puffer von Px 7,8 
bereitet. 

Versuchsansatz: 10cem 4% Pepton-Puffer (Pu 7,8) oder 1/10 Mol- 
Substratpuffer (Pu 7,8) +10 cem Restlésung oder Eluat+Toluol; 37°C, 


s Acidititszunahme in 5 cem Digestat 
(eem 0,1 n-NaOH) ; 
Substre Bs 
OS bree Restlosung Eluat 
24 Std. 72 Std. 24 Std. 72 Std. 
4% Pepton (Witte) 0,15 0,40 0,60 M25, 
M/10 Diglycin 20 0,90 —0,10 0,05 
M/10 Chloracetyl-l-Leucin 0,05 0,30 0 0,05 
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Peptonase mit Phosphatpuffer von Pu 7,8 unterworfen. 

Wie Tabelle III-IV zeigen, wurde die Peptonasewirkung in 
der bei Pu 4,0 angestellten Adsorptionsrestlésung (sieh besonders 
Tabelle IV) vollstandig vermisst, in der aber Dipeptidase- und 
Halogenacylasewirkung im deutlichen Grade auftraten, wihrend 
in Eluat mit Phosphatpuffer von PH 7,8 nur die Peptonase und 
Tripeptidase- Wirkung  (dl-Leucyldiglycin-Spaltung)  bestatigt 
wurde, aber weder eine Diglyein- noch Chloracetyleucin-Spaltung. 
Auf Grund dieser Beobachtung ist wohl der Nachweis einer 
besonderen Peptonasewirkung oder Aminopolypeptidase des 
Darmsaftes im weiteren Sinne von Waldschmidt-Leitz erbracht. 
In Tabelle V ist die Pu-Aktivitat der von der Dipeptidase-Wirkung 
getrennten Peptonase des Darmsaftes angegeben. Die Optimal- 
reaktion der Darmsaft-Peptonase (oder Aminopolypeptidase im 
weiteren Sinne) liest bei Pu 7,0-8,0. 

Hier sei auch erwahnt, dass bei der Jangdauernden Wirkung 
des Eluates, welches von der Dipeptidase getrennt wurde und nur 
die Peptonase-Wirkung zeigte, eine deutlche Aciditétszunahme in 
Casein-Digestat bei Pu 7,8 nach 4-5 Tagen beobachtet wurde 
(Tabelle VI), wie Verf. schon in der vorigen Abhandlung mit- 
eeteilt hat. 

Ferner hat das Hitzeverfahren ergeben, dass Halogenacylase 
schon durch Hitze bei 60°C zerstért wurde, wihrend die Dipepti- 
dase noch erhalten blieb (Tabelle VII). Die Folgerung ergibt, 
dass die Darmsaftdipeptidase sich von Peptonase und Halogenacy- 


lase unterscheiden lésst. 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Durch <Adsorptionsverfahren mit Tonerde bei Pu 4,0 
wurden die Darmsaft-Peptonase und Tripeptidase, die dadureh 
adsorbiert und mittels Phosphatpuffers von Pr 7,8 wieder eluiert 
wurden, von der Dipeptidase und Halogenacylase des Darmsaftes 
eetrennt, die in der Adsorptionsrestlésung zuriickblieben. Die 
Optimalreaktion dieser von Dipeptidase und auch von Halogen- 
acylase getrennten Peptonase des Darmsaftes liegt bei Pa 7,0-8,0. 

Das Eluat, welches nur Peptonase- und Tripeptidase-Wirkung 
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TABELLE LV. 


Trennung der Peptonasewirkung von Dipeptidase- und Halogenacylasewirkung 
des Darmsaftes durch Adsorptionsverfahren. 

Hier wurde 1,3%ige Aluminiumhydroxydsuspension verwendet, die nach 
der Angabe bon Willstatter u. Kraut (1923, 1925) bereitet wurde. Das 
Adsorptionsgemisch von 2cem Darmsaft, 4cem 0,3% Al(OH)s-Wassersuspension 
und 20 ccm Pufferlésung von Pu 4,0 wurde gut geschiittelt (30 Minuten lang) 
und zentrifugiert. Der Adsorptionsriickstand wurde mit 22 eem Puffer (PH 7,8) 
eluiert. 

Versuchsansatz: Wie Tabelle III. Hier wurden auch 10¢cem 1/10 Mol- 
dl-Leucyldiglycinlosung geprift. 


Aciditittszunahme in 5 ccm Digestat (cem 0,1n-NaOH) 
Substrate PH yon Adsorptionsrestlésung Eluat 

Adsorptionsmedium| 24 Std. 72 Std. | 24 Std..|72 Std. 

3,0 0,25 0,40 0,05 0,15 

Pepton (Witte) 4,0 0,05 0,10 1,05 1,45 
5,0 0,40 0,65 0,25 } 0,45 

dl-Leucyldiglycin 4,0 — 0,02. —0,15 0,75 0,75 
Diglycin 4,0 0,25 0,60 0,05 0,15 
Chloracetyl-]-Leucin 4,0 0,20 0,45 0,05 0,05 

TABELLE V. 


Optimalreaktion der von Dipeptidase befreiten Darmsaft-Peptonase. 

Hier wurde das Eluat gepriift, das in der Weise wie in Tabelle IT bereitet 
wurde und sich als frei von Dipeptidase-Wirkung erwies. 

Versuchsansatz: 10cem Eluat+10cem 4%iger Pepton (Kyokuto)-Phos- 
phatpufferlésung; digeriert bei verschiedenen Pu-Werten (in der Tabelle an- 
gegeben) und 37°C unter Toluolzusatz. 


» 


Acidititszunahme in 4ccm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


Zeit ee 
(Std.) | 49 5,0 6.0 7,0 15 8,0 9,0 
6 0.) toss 0 0,08 0 0 0,05 
24°) 0,10 -| 0,10 a) 0.45 0,28 0,25 0,25 0,15 
172‘) =0,05\-| 008" |, 0,40 0,57 0,60 0,60 0,40 
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TABELLE VI, 


Wirkung des von Dipeptidase und Halogenacylase getrennten Eluates 
mit Peptonase-Wirkung auf Casein. 

Mier wurde auch das Pepton spaltende Eluat verwendet, das wie in Tabelle 
III angegeben, gewonnen und von Dipeptidase wie auch von Halogenacylase- 
Wirkung befreit wurde. 

Versuchsansatz: 20cem Eluat, das durch Adsorptionsverfahren von 
Dipeptidase und Halogenacylase getrennt wurde, +20ecm 4%iger Casein- 
(Hammarsten)-Phosphatpufferlésung; digeriert bei Pu 7,8 und 37°C. 


Aciditiitszunahme in 4 ccm Digestat (cem 0,1 n-NaOH) 


1 Tage 2 Tage 3 Tage 4 Tage 5 Tage 6 Tage 
0,07 0,14 0,25 0,32 0,40 0,52 


TABELLE VII. 


Trennung der Dipeptidase von Halogenacylasewirkung durch Thermostabilitit. 

Versuchsansatz: 20cem 1/20 Mol-Substratpufferlésung (PH 7,8) +2 ccm 
Darmsaftlésung (1 Teil Saft+1 Teil Wasser), die im Wasserbade bei 60°C 
oder 70°C 30 Minuten Jang erhitzt wurde; digeriert bei 37°C unter Toluol- 


zusatz. 
NH»-N Zunahme in 2 ccm (mg) 
Bad-Temperatur ; 
aN. (Sta.) “ 
Substrate Paik 

- 60°C 70°C 
24 0,027 — 0,032 
Diglyein 72 ' 0,264 0,028 
; 24 0,011 0,024 
Chloracetyl-(-Leucin 72 0,034 0,034 


zeigt, aber weder Dipeptidase noch Halogenacylase, scheint Casein 
nach langdauernder Hinwirkung anzugreifen. 

2. Die Dipeptidase ist gegen Hitze von 60°C bestandig, 
wiihrend die Halogenacylase dadurch zerstért wurde. Mithin 
konnte man cine Darmsaftdipeptidase (Diglycinspaltung) von der 
Halogenacylase (Chloracetylleucin-Spaltung ) unterscheiden. 
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Zum Schluss sei mir gestattet, Herrn Prof. Dr. S. Utzino fur 
die vielseitige Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit 
meinen ergebenesten Dank auszusprechen. Ebenso bin ich Herren 
Prof. Dr. Satake und a. o. Prof. Dr. Wada im physiologischen 
Institut fiir die Anlegune der Darmfiste! des Hundes zu ver- 
bindlichstem Dank verpflichtet. 
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INTRODUCTION. 


Balls and K ohler (1931) found that, of the three isomers 
of glycyl-aminobenzoic acids, m- and p-acid peptides are readily 
hydrolyzed by erepsin, while the ortho-compound can not be attack- 
ed at all. Utzino (1931) examined the action of tissue peptidases 
on a series of aniline peptides. The findings were in general agree- | 
ment with those of Balls and Kohler, except in the case of kidney 
enzyme, which also splits glycyl-o-aminobenzoie acid to some extent. 

Im our first report, Nakamura and Uchino (1940) studied 
the action of intestinal erepsin on the three isomeric aminobenzoic 
acid peptides and noted that all these undergo hydrolysis, though 
to a different extent, as m- and p-compounds are more readily 
attacked than the ortho-body. The optimum pH for the action on 
m-aminobenzoie acid peptide was found at pH 7.4, for p-compound 
at pH 7.5, and for ortho-body at pH 7.8. The present paper 
describes experiments on the action of tissue peptidases from dif- 
ferent sources on @lyeyl-o-, -m- and -p-aminobenzoic acids. The 
experiments were carried out by changing the pH of reaction mix- 
tures as employed by Nakamura and Uchino. Tissues employed 
were those of pig’s kidney, spleen, liver and lung. 


MATERIALS. 


Substrates: Glycyl-o-, -m- ‘and -p-aminobenzoic acids were 


TK5R 
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prepared as mentioned by Oda (1936). o-compound melted at 
236°, m-compound at 234° and p-compound at 227°. 

Enzymes: The fresh pig’s tissues were thoroughly washed 
with water, chopped and extracted with 3 times its weight of 87 
per cent, glycerin for 24 hours. After diluting it with an equal 
volume of water the solution was centrifuged. The supernatant 
liquid thus obtained was filtered and kept in an ice chest for use. 


EXPERIMENT I. 
The action of tissue peptidases on glycyl-glycine. 

An attempt was first made to measure the activity of the tissue 
peptidases obtained above by the use of glycyl-glycine as substrate. 

Experimental procedure: Buffer solutions of different pH 
were obtained by the addition of from 1.0 to 15.0 ¢c. 1 N NaOH 
solution to 10.ce. 1M KH»2POx, solution and diluting to 25 ce. 
with water. Into a series of conical flasks were introduced 1.0 ce. 
buffer solution, 2.0 ec. 1/20 M glyeyl-glycine solution and 1.0 ee. 
enzyme. The enzyme activity was measured from the increase in 
acidity by means of Sdérensen’s formol titration method. 

The titrations were carried out with N20 NaOH solution and 
in the case of back titrations with N/20 HCl solution. One of the 
flasks was titrated immediately after the addition of the enzyme. 
The mixture in another flask was employed for pH determination. 
The others were kept in a thermostat at 37° and further titrations 
were made after intervals of 20, 40, 60, 120, 180 and 360 minutes. 
Two control experiments were always performed, using water in 
place of substrate on the one hand and using water in place of 
enzyme on the other. 

Results: Fig. 1 shows the action of kidney peptidase on glyeyl- 
elycine. 

From Fig. 1 it will be seen that the kidney enzyme hydrolyzes 
glycyl-glycine to the extent of 80 per cent within 120 minutes. 
The optimum pH lies at about pH 7.5. Similar experiments were 
carried out with other tissue enzymes. In Fig. 2 are recorded the 
action of kidney, spleen, liver and lung enzymes on glycyl-glycine 


ashe: 
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Hig. 2: 
Action of kidney, spleen, liver and lung enzymes on glycyl-glycine. 
Temp.=37-°C. 


Oo——© Kidney (pH 7.46) 
o——OD Spleen (pH 7.51) 
0.6 +—+— + 25 


4——4 Liver (pH 7.46) 


Hydrolysis per cent (%) 


%——* Lung (pH 7.62) 


Increase in acidity (ce. n/20 NaOH) 


20 40 60 120 180 3s0 


Time in minutes. 


each at its optimum hydrogen ion concentrations. 

A comparison of the various tissue enzymes shows that they 
all exhibit powerful activity on glycyl-glycine and that the optimum 
pH for the action of these enzymes is much the same and lie at 
about pH 7.5. 
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EXPERIMENT II. 
The action of tissue peptidases on aniline peptides. 


The following experiments were carried out by the use of the 
tissue enzymes, the activity of which was tested in the preceding 
experiments. 

The experimental procedure was precisely the same as mention- 
ed in our first report by Nakamura and Uchino (1940). A 
sample of 0.5 milli mol was weighed in a 25.0 ce. measuring flask 
and dissolved in a small amount of distilled water with the addition 
of 1.0-3.5 ce. 1 N NaOH solution. 2.5¢ec. 1M KHsPO, solution 
and 6.25 ee. enzyme solution were then introduced into the mixture 
and the volume was made up to 25.0 ce. with water. From this 
solution a 5.0 ec. sample was immediately withdrawn and titrated. 
About 4.0 ee. were employed for the determination of pH and the 
rest was kept at a temperature of 37°C. Toluene was used as an 
antiseptic. The titration was carried out by the formol titration 
method, using V/20 NaOH (in the ease of back titrations N/20 
HCl). After 3, 8 and 24 hours (in the ease of o-compound, after 
8, 24 and 48 hours) further samples were taken out and titrated. 


Alita ie 
Action of kidney enzyme on glycyl-m-aminobenzoie acid. 
Temp. =37°C. 


0 
° 


75 


g 
Hydrolysis per cent (%) 


0.5 


Increase in acidity (cc. N/20 NaOH) 


10.0 
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Concurrently two control experiments were performed as mentioned 
in the preceding experiment. 

1. Experiment with kidney enzyme. The results are shown in 
Figs, 3-5. ; 


Fig. 4. 
Action of kidney enzyme on glycyl-p-aminobenzoie¢ acid. 
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Just as in the case of intestinal erepsin (Nakamura and 
Uchino, 1940), so also in this case the three isomeric glycyl- 
aminobenzoie acids all undergo hydrolysis by means of kidney 
enzyme, m- and p-compounds more readily split than the ortho- 
body. The optimum pH for the action on m- and p-aminobenzoic 
acid peptides lies at pH 7.5 and that for the o-compound at pH 7.7. 
It must be noted as in the case of erepsin that, since glycyl-p-amino- 
benzoic acid separates out from the solution in more acidic reaction 
than pH 7-8, the optimum pH was not accurately determined. The 
dotted parts of the curves in Fig. 4 and the following Figs. denote 
the range, where distinct turbidity appeared due to the precipita- 
tion of p-compound. In Fig. 6 a comparison is made of the hydro- 
lysis rates of o-, m- and p-compounds each at its optimum pH. 


, Fig. 6. 
Hydrolysis rates of glycyl-o-, -m- and -p-aminobenzoie acids 
by kidney enzyme. 
Temp.=37 C. 


2.0 e ] T = 100 
O—Oglyeyl-m-aminobenroic acid (pH 7.52) 


&-—“Aglycyl-p-aminoberzoic acid (pE 7.46) 


tO glycyl-o-aminotenzoto acid (pH 7.67) 
1.5 + - -+—— > 75 


ek 


Increase in acidity (cc. N/20 NaOH) 
Hydrolysis per cent (%) 


Time in hours. 


2. Experiments with spleen, liver and lung enzymes. The ex- 


periments with other tissue enzymes were performed in a same 
manner as in the case of kidney enzyme. In Figs. 7-9 are compared 
the action of kidney, spleen, liver and Iung enzymes on glyeyl-o-, 
-m- and -p-aminobenzoi¢ acids. In these figures are recorded ouly 
the increase in acidity after 24 hours. 
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Like. yg, 
Action of kidney, spleen, liver and lung enzymes 
on glycyl-m-aminobenzoie acid. 
Hydrolysis after 24 hours at 37°C. 
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Fig. 8. 
Action of kidney, spleen, liver and lung enzymes 


on glycyl-p-aminobenzoie acid. 
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Fig. 7-9 indicate that the aminobenzoic acid peptides are all 
attacked by different tissue enzymes in exactly the same way as in 
the case of kidney enzyme. The optimum pH for the action on 
m- and p-compounds lies at pH 7.4-7.5 and that for o-compound 
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Fig. 9, % 
Action of kidney, spleen, liver and lung enzymes he 
— on glycyl-o-aminozenzoie acid. 


Hydrolysis after 24 hours at 37°C. 
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at pH 7.5-7.7. In Fig. 10 are given the rates of hydrolysis by 
tissue enzymes each at its optimum hydrogen ion concentrations. 

Curves in Fig. 10 show that the action of tissue enzymes ceases 
when it reaches a certain value; for example even in the ease of 
elyeyl-m-aminobenzoic acid, which is most readily acted upon by 
tissue enzyme, the cessation of hydrolysis took place when the 
hydrolysis proceeded up to 55-60 per cent. 

3. Effect of the addition of glycine and aminobenzoie acids 
on peptidase activity. In the above experiments it was observed 
that hydrolysis of aniline peptides failed to increase after the 
steep initial rise in contradistinction to the corresponding curves 
obtained with glyeyl-glycine (Fig. 2). This fact is probably due 
to the inhibitory effect exerted by aminobenzoic acids. In order 
to decide this question the effect of the addition of glycine on 
peptidase activity on the one hand and aminobenzoie acids on the 
other was examined. 

a) The experiments were first carried out by the use of 
intestinal erepsix and glycyl-glycine. The results of the experi- 
ments (Figs. 11-14) show that glycine at concentrations of 0.5, 


The Enzymatic Cleavability of Aniline Peptides—II. 163 


Fig. 10. 
Hydrolysis rates of glyeyl-o-, -m- and p-aminobenzoie 
acids by kidney, spleen, liver and lung enzymes. 
ieranyoy, ky Oh 
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1.0 and 1.5 Mol per molecule of substrate has no notable influence 
on the rate of hydrolysis, while equivalent amounts of the amino- 
benzoic acids cause marked retardation. 

b) Similar experiments were carried out, using benzoic acid 
and aniline in place of aminobenzoie acid. Euler and Kertéez 
(1928) have already pointed out that the presence of aniline 
markedly depresses the action of intestinal erepsin. The results of 
our experiments (Fig. 15) show that both benzoic acid and aniline 
exert an inhibitory effect in the same manner as in the case of 


aminobenzoie acids. 
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Effect of o-aminobenzoic¢ acid on peptidase activity. 

(Experiments with intestinal erepsin and glyceyl-glycine) 
Tem'p. = 37 +Cs 

in O——o 0.10 m. Mol. glycyl-glycine (pH 7.18) 
: @——# 0.10 m. Mol. glycyl-glycine + 0.05 m. Mol. o-aminobenzoie acid (pH 7.35) 
@——e 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine + 0.10 m. Mol. o-aminobenzoie acid (pH 7.18) 
a4—— 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine+ 0.15 m. Mol. o-aminobenzoie acid (pH 7.19) 
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Fig. 13. 
Effect of m-aminobenzoie acid on peptidase activity. 
(Experiments with intestinal erepsin and glycyl-glycine) 
Temp.=37°C. 
O-9 0.10 m. Mol. glycyl-glycine (pH 7.18) 
@—@ 0.10 m. Mol. glycyl-glycine+ 0.05 m. Mol. m-aminobenzoic acid (pH 7.38) 


e—e 0.10 m. Mol. glycyl-glycine + 0.10 m. Mol. m-aminobenzoic acid (pH 7.18) 
a—4 0.10 m. Mol. glycyl-glycine+0.15 m. Mol. m-aminobenzoic acid (pH 7.23) 
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Fig. 14. 
Effect of p-aminobenzoic acid on peptidase activity. 
(Experiments with intestinal erepsin and glycyl-glycine) 
Temp.= 37 C. 
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Fig. 15. 

Effect of benzoic acid and aniline on peptidase activity. 
(Experiment with intestinal erepsin and glycyl-glycine) 
Temp.=37.6, 

O-O 0.10 m. Mol. glycyl-glycine (pH 7.70) 

a—a 0.10 m. Mol. glycyl-glycine + 0.10 m. Mol, benzoic acid (pH 7.52) 
4—a 0.10 m. Mol. glycyl-glycine +0.20 m. Mol. benzoic acid (pH 7.33) 
@-@ 0.10 m. Mol. glycyl-glycine+0.10 m. Mol. aniline (pH 7.67) 

5-0 0.10 m. Mol. glycyl-glycine + 0.20 m. Mol. aniline (pH 7.66) 
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Fig. 16. 
Effect of o-aminobenzoic acid on peptidase activity. 
(Experiment with kidney enzyme and glycyl-glycine) 
Mem proves 

o-O 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine (pH 7.44) ; 
@-B 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine + 0.05 m. Mol. o-aminobenzoie acid (pH 7.67) 
e—e 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine + 0.10 m. Mol. o-aminchenzoic acid (pH 7.47) 
a—4 0.10 m. Mol. glyeyl-glycine+ 0.15 m. Mol. o-aminobenzoic¢ acid (pH 7.21) 
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O--O 0.10 m. 
BB 0.10 m. 
o—e 0.10 m. 
a—a ().10 m. 
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Effect of m-aminobenzoic acid on peptidase activity. 
(Experiment with kidney enzyme and glycyl-glycine) 
Memps—37 Os 
Mol. glyeyl-glycine (pH 7.64) 
Mol. glyeyl-glycine 0.05 m. Mol. m-aminobenzoi¢ acid (pH 7. 
Mol. glycyl-glycine 0.10 m. Mol. m-aminobenzoie acid (pH 7. 


2.0 T ——— 100) 


0 NaOH) 


» 


Hydrolysis per cent (%) 


Increase in acidity (cc. N/ 


20 40 60 120 180 360 


Time in minutes. 


Fig. 18. 
Effect of p-aminobenzoic acid on peptidase activity. 
(Experiment with kidney enzyme and glycyl-glycine) 
Temp.—37 ©. 
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Mol. glycyl-glycine 0.15 m. Mol. m-aminobenzoic acid (pH 7.26) 
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Fig. 19. 
Effect of o-, m- and p-aminobenzoic acid on peptidase activity. 
(Experiment with intestinal erepsin and 
glycyl-m-aminobenzoic acid) 
Temp. =37°C. 
O—o 0.10 m. Mol. glycyl-m-aminobenzoic acid (pH 7.48) 
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c) The experiments were then carried out using kidney 
enzyme in the presence of aminobenzoiec acids. Figs. 16-18 show 
us clearly that aminobenzoic acids depress the activity of kidney 
enzyme. 

d) Finally glyeyl-m-aminobenzoic acid was employed as sub- 
strate and the influence exercised by aminobenzoic acids on 
intestinal erepsin was studied. Fig. 19 demonstrates that the 
presence of aminobenzoic acids from the outset causes an additional 
inhibition of the peptidase activity. 


SUMMARY AND CoNCLUSION« 


“ 


1. In this paper the action of kidney, spleen, liver and lung 
peptidases on glyecyl-o-, -m- and -p-aminobenzoic acids was ex- 
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\ amined. 

2. It was found that these aniline peptides are attacked by 
the tissue enzymes tested. As in the case of intestinal erepsin 
(Nakamura and Uchino, 1940), m- and p-compounds were more 
readily split than o-compound. 

3. The optimum pH for the action on m- and p-compounds 
he at pH 7.4-7.5 and that for o-compound at pH 7.5-7.7. 

4. o-, m- and p-aminobenzoie acids markedly inhibit the action 
of peptidases on glycyl-glycine. This effect accounts for the fact 
that the enzymatic hydrolysis of glycyl-aminobenzoic acids always 
ceases half-way and does not proceed completely. When glyeyl-m- 
aminobenzoic acid was employed as substrate the presence of amino- 
benzoic acids causes an additional inhibition. 

5. Benzoic acid and aniline also inhibit the action of 
peptidases. 


The author wishes to express his sincere thanks to Prof. Dr. 
T. Uchino for his kind direction throughout this research. 


The expense of this research was defrayed by a grant from 
the Royal Academy Research Fund. T. Uchino. 
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STUDIES ON PROTEASE. 


III. The cleavability of various proteins by tissue 
proteinases. 
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INTRODUCTION. 


In two previous publications Nakamura (1940) and Uchino 
(1940) reported the results of the studies on the comparative 
cleavability of various animal and vegetable proteins by trypsin, 
papain and pepsin. In earrying out these investigations they 
payed particular attention to the following two points: In the 
first place, they compared the initial reaction rates, inasmuch as 
the split products of proteolysis are able to exert an inhibitory 
effect on protease activity; in the second place, they measured the 
reaction rates at various hydrogen ion concentrations, since the 
optimum pH value of an enzyme action is not always the same 
for different substrates. 

The present paper reports on further investigation from a 
similar point of view and deals with the relative cleavability of 
various proteins by different tissue protemase. The tissues used 
were those of pig’s kidney, -liver, spleen, lung, heart and skeletal 
muscles. As most of the proteins floecculates out from the reaction 
mixture at a pH range of 4.0-5.0, the experiments were performed 
only with gelatin, serum globulin, serum albumin, egg globulin and 
ego albumin. 


MatTErRIALS AND Mrtuops. 


Enzymes: The fresh pig’s tissues were thoroughly washed 
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with water, chopped and dessicated by treating thrice with acetone, 
followed by washing with acetone-ether and lastly with ether. The 
materials were then pulverised, dried in vacuum and kept in an 
ice-chest. The tissue powders were then extracted with 5 times its 
weight of 87 per cent glycerin for 24 hours at 30°C and after the 
addition of an equal bulk of water, centrifuged. The supernatant 
liquid thus obtained was employed as enzyme solution. The 
enzymes were always activated by treating with HCN before use. 

Substrates: Gelatin was a Merck product. Its water content 
was determined and a necessary excess amount was weighed in 
order to obtain a‘solution of required concentration. Solutions of 
albumins and globulins were prepared from both pig’s serum and 
ege white by fractional precipitation with ammonium sulfate and 
subsequent dialysis. The nitrogen content of the solutions was 
determined and the calculated amount of water was added to make 
3.33 per cent protein solutions. Since globulins are precipitated 
from the solution during dialysis, they are redissolved with the 
addition of a little sodium chloride. 

Buffer: MelIlvaine’s citric acid-disodium phosphate, giving 
pH values at intervals of 0.2, was used. 

The activation of enzymes was performed as follows: 10.0 ce. 
1.2M KCN was neutralized with 1N HCl, using methyl orange 
as indicator, and the volume was made up to 40.0 cc. with water. 
To this solution was added 80.0 ec. enzyme solution and the flask 
was kept in a thermostat at 30°C for 2 hours for activation, the 
concentration of HCN in the mixture being M/10. In a pre- 
liminary experiment it was confirmed that this concentration of 
HCN is able to bring about a maximum activation of the enzymes. 

The hydrolysis was carried out in the following manner: Into 
a conical flask were introduced 30.0 cc. of the buffer of various 
hydrogen ion concentrations, 18.0 ce. of the 3.33 per cent substrate 
solution and 12.0 ce. of the activated enzyme solution, the final con- 
centration of the substrate in the reaction mixture being thus 1 per 
cent. From this fluid 5.0 ec. sample was withdrawn for zero titra- 
tion and the flask was kept in a thermostat at 30°C. After an 
hour the flask was transferred into an incubator at 30°C. Toluene 
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was employed as an antiseptic. After 12, 24, 48, 96 and 192 hours, 
further samples were withdrawn. The progress of the hydrolysis 
was followed by the formol titration method, using N/20 NaOH 
solution. The pH of the mixture was determined electrometrically 
in a sample taken before the addition of toluene. Concurrently 
two control experiments were performed in mixtures, containing 
only buffer and enzyme, or buffer and substrate respectively. 


EXPERIMENTAL RESULTS. 


1. Optimum concentration of HCN for the activation of 
tissue proteinases. We examined at first the action of non- 
activated kidney enzyme on gelatin at various hydrogen ion con- 
centration. Kidney extract, added with half its volume of water 
in place of HCN solution, was used as enzyme solution. The re- 
sults are given in Fig. 1. 


ities, Ale 
Action of non-activated kidney proteinase on gelatin. 
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It can be seen from Fig. 1 that the optimum pH for the action 
of non-activated kidney enzyme on gelatin lies at pH 4.2-4.4. 

The comparison was then made of the activity of kidney 
enzymes, which were previously treated with varying amounts of 
HCN. The experiment was carried out at pH 4.4, gelatin being 
employed as substrate. The results are shown in Fig. 2. 
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Fig. 2. 
Activation of kidney proteinase with varying 
amounts of HCN. 
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It is evident from Fig. 2, that the most favourable concentra- 
tion of HCN for effecting maximum activation of kidney enzyme 
is M/10, and that an increase of activity of about 270 per cent is 
noted at this optimum HCN concentration. _ 

2. Action of tissue proteinases on various proteins. The ex- 
periments were carried out with activated enzymes according to the 
procedure described in the preceding section. In Fig. 3 are given 


Fig. 3. 
Action of kidney proteinase on gelatin. 
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the results of the action of kidney proteinase on gelatin at varying 
DES ® 

It will be seen from Fig. 3 that gelatin is optimally hydrolyzed 
by kidney proteinase at pH 4.5. The action of various tissue 
enzymes on gelatin, egg globulin, egg albumin, serum globulin and 
serum albumin was studied in exactly the same manner as that 
of kidney enzyme on gelatin. The results obtained are summarized 


Fig. 4, 
Action of kidney proteinase on various proteins. 
Increase in acidity after 48 hours. 
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Fig. 5. 
Action of liver proteinase on various proteins. 
Increase in acidity after 48 hours. 
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Fig. 6. 
Action of spleen proteinase on various proteins. 
Increase in acidity after 48 hours. 
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in Figs. 4-12. In Fig. 4-7 are recorded only the curves denoting 
the extent of hydrolysis after 48 hours at various hydrogen ion 
concentration. 

The results with the enzymes of heart and skeletal muscles are 
not given in these figures, since they were found to have no notable 
proteolytic activity on any substrate examined. Table I gives a 
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summary of the optimum pH for the action of different tissue 
proteinases. 


TABLE I. 
Optimum pH of tissue proteinases. 


<=, 


Ss Tissues 


Substrates Kidney Liver Spleen Lung 
Gelatin pH 4.5 pH 4.2 pH 4.5 pH 4.2 
Egg globulin pH 4.0 pH 4.0 pH 4.0 pH 4.0 
Egg albumin pH 3.6 pH 3.8 pH 3.8 pH 4.0 
Serum globulin pH 3.4 == pHi 3.6 pH 3.8-4.0 
Serum albumin pH 3.5 pH 3.6-4.0 pH 3.8 pH 3.6 


Table I tells us that the optimum pH for the action of tissue 
proteinases is considerably different from one substrate to another 
substrate. The optimum pH for the action of all tissues on gelatin 
was found to lie between 4.2 and 4.5, while ego proteins were 
hydrolyzed optimally at the more acid reactions, namely egg 
globulin at pH 4.0 and egg albumin at pH 3.6-3.8 respectively. 
With serum proteins it was found that the optimum pH is shifted 
still more to the acid side, i.e. to pH 3.4-3.8. 

In Figs. 8-11 are compared the proteolytic activity of various 


Fig. 8. 
Hydrolysis rates of various proteins by kidney proteinase. 
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Fig. 9. 
Hydrolysis rates of various proteins by liver proteinase. 
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Fig. 10. 
Hydrolysis rates of various proteins by spleen proteinase. 
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tissue enzymes, each at its optimum hydrogen ion concentration. 

Table II contains the order of the relative hydrolysis rates of 
different proteins by means of tissue enzymes. 

It was pointed out by Nakamura (1940) and Uchino (1940) 
that trypsin attacks globulins more rapidly than albumins, while 
the reverse is the case in peptic digestion, and that trypsin as well 
as papain hydrolyse serum protein more readily than ege protein, 
_ while pepsin was found to prefer egg protein to those of serum. 
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Fig. 11. 


Hydrolysis rates of various proteins by lung proteinase. 
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TABLE II, 
Tissues Order of relative hydrolysis rates 
Kidney Gelatin > serum alb., egg glob. > serum glob., egg alb. 
Liver Gelatin > egg glob. > serum alb., egg alb. > serum glob. 
Spleen Gelatin > serum glob. > egg glob. > serum alb. > egg alb. 
Lung Egg glob. > gelatin > serum glob. > serum alb., egg alb. 


Moreover, gelatin was split by trypsin and papain with greater 
case than globulin and albumin, while the latter two were acted 
upon by pepsin more rapidly than the former. The results of 
our experiments with tissue enzymes can be summarized as follows: 

1. Gelatin is more easily hydrolyzed by tissue proteinases 
than any other protein examined, except in the case of lung, where 
egg globulin is split with greater readiness than gelatin. 

2. Tissue enzymes split egg globulin much more rapidly than 
egg albumin. Liver and kidney enzymes attack serum albumin 
more quickly than serum globulin, while the reverse is the case 
with spleen and lung enzymes. 

3. Liver and lung enzymes hydrolyze egg proteins more 
readily than those of serum, while on the contrary, the latter is 
attacked by spleen enzyme more rapidly than the former. Kidney 
enzyme splits both egg and serum proteins at about the same rate. 
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Krebs (1931) examined the proteolytic activity of various 
tissues, using gelatin as substrate, and found that the activity of 
the tissue enzymes diminishes in the following order: Kidney, 
spleen, liver, lung, testicles, heart muscle and skeletal muscle. The 
order obtained in our experiments is demonstrated in Fig. 12. 


Fig. 12. 
Hydrolysis rates of gelatin by various tissue proteinases. 
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Fig. 12 shows us that our results agree in the main with those 
of Krebs. 


SUMMARY AND CONCLUSION. 


A comparison was made of the rates of hydrolysis of several 
proteins by different tissue proteinases in relation to the optimum 
pH of hydrolysis. 

1. The optimum pH for the action of tissue proteinases varies 
with the substrates, e.g. that for the action on gelatin lies at pH 
4.2-4.5, that on egg globulin at pH 4.0, that on egg albumin at 
pH 3.6-3.8 and those on serum proteins at pH 3.43.8. 

2. Tissue enzymes attack galatin with greater case than 
albumins and globulins. Lung enzyme, however, splits egg globulin 
easier than gelatin. 

3. Tissue enzymes hydrolyze egg globulin more rapidly than 
egg albumin. While liver and kidney enzymes split serum albumin 
more quickly than serum globulin; the reverse is the case with 
spleen and lung enzymes. 
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4. liver and lung enzymes attack ege proteins with greater 
readiness than serum proteins, while spleen proteinase prefers 
serum proteins to those of egg. Kidney enzyme splits both kinds 
of proteins at about the same rate. i 

5. The proteolytic activity of tissue enzymes on gelatin 
diminishes in the following order in general agreement with the 
findings of Krebs: Kidney, liver, spleen, skeletal and heart 
muscles. 


The author expresses his appreciation to Prof. Dr. T. Uchino 
for his kind guidance throughout this research. 


The expense of this investigation was defrayed by a grant 
from the Educational Department for Scientific Research. 
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STUDIEN UBER DIE SPEZIFITAT DER ACYLASE. 


Von 


KICHITARO MATSUI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. 8S. Akamatsu.) 


(Eingegangen im 4. Januar 1941) 


Akizuki (1987) studierte die fermentative Hydrolyse der 
Benzoylaminoséuren und konnte aus dem Schweinenierenextrakt 
die Glycin-, Asparagin- und Tyrosin-Benzoacylase voneinander 
abtrennen, die auf das Benzoylglycin, -asparagin bzw. -tyrosin 
spezifisch einwirken. Nawa (1938) hat dann die Hydrolyse der 
verschiedenen Acylaminosaéuren durch jene drei Arten Acylasen 
eingehend untersucht. Die Glycinbenzoacylase spaltete nach ihm 
wohl die Phenacetursiure, aber nicht das Phenacetylasparagin sowie 
-tyrosin, und die Tyrosinbenzoacylase spaltete Phenacetyltyrosin, 
aber nicht die anderen zwei Phenacetylaminosiuren, .waihrend 
Asparaginbenzoacylase auf alle Phenacetylaminosiuren inaktiv 
war. Die Abhangigkeit der Hydrolysierbarkeit der Acylamino- 
siuren von den Arten des Acylrestes ist damit wahrscheinlich. Er 
konnte in der Tat aus der Hiihnerleber ein Ferment, Glycin- 
phenacetoacylase, gewinnen, die die Phenacetursdure stark abbaut, 
aber auf die Hippursaure inaktiv ist. Sowohl die Glycin- als auch 
die Asparaginbenzoacylase von Akizuki waren noch imstande, 
beide Chloracetylderivate des Glycins und Asparagins, aber nicht 
das Chloracetyltyrosin zu spalten, wahrend die Tyrosinbenzoacylase 
wohl das Chloracetyltyrosin spaltete, aber gegen jene zwei Chlor- 
acetylderivate inaktiv war. Nawa (1938) hat dann beobachtet, 
dass sich die Acetylderivate des Glycins, Asparagins und Tyrosins 
gegen die Benzoacylase in gleicher Weise verhalten. Um das Ver- 
haltnis der Spezifitit der Acylase zu der chemischen Struktur der 
Substrate noch eingehend zu untersuchen, habe ich unter der 
Leitung von Prof. Akamatsu Experimente mit den folgenden 


Substraten ausgefiihrt. 
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1. Acetylglycin. 9. Glyeyltyrosin. 

2. Acetylasparagin. 10. Hippursaure. 

3. Acetyltyrosin. 11. Hippurylglycin. 

4. Chloracetylglycin. - 12. Hippurylasparagin. 

5. Chloracetylasparagin. 13. Hippuryltyrosin. 

6. Chloracetyltyrosin. 14. Chloracetylglycylglycin. 

7. Glyeylglycin. 15. Chloracetylglycylasparagin. 
8. Glycylasparagin. 


Als Fermentlosungen wurden zuerst Autolysate der Schweine- 
organe gebraucht. Die Acylasewirkung des Nieren- und Leberauto- 
lysats war gleich. Die beiden Autolysate spalteten Acetyl- und 
Chloracetylderivate des Glycins und Asparagins, waren aber auf 
beide Acyltyrosinverbindungen beinahe unwirksam (Versuch 1). 
Diese geringe, doch noch merkbare Wirkung auf Tyrosinderivate 
konnte durch 30 minutige Erhitzung der Autolysate auf 55° voll- 
standig zerstort werden (Versuch 2). Das Pankreasautolysat 
hydrolysierte dagegen das Acetyl- und Chloracetyltyrosin stark, 
wirkte aber auf Acetyl- und Chloracetylderivate des Glycins und 
Asparagins gar nicht (Versuch 3). Daraus ist ersichtlich, wie 
schon Akizuki erwahnt hat, dass sich das aeylierte Tyrosin 
gegentiber den tibrigen Acylaminoséuren fermentativ anders ver- 
halt, aber zur Aufklarung der Frage, ob das Ferment, welches das 
Acetyl- bzw. Chloracetylderivate des Glycins hydrolysiert, mit, dem 
auf die Asparaginderivate einwirkenden Ferment identisch sei, 
bedarf noch weiterer Untersuchungen. Ich erhitzte das Nieren- 
und Leberautolysat auf verschiedene Temperaturen oder behandelte 
die Autolysate bei verschiedener Aziditat mit Tonerde B oder Cy, 
Kaolin, rotem Hisenhydroxydgel oder gelbem Eisenhydroxydgel 
nach Schikkor (1930). Die so gewonnenen Fermentlésungen 
ausserten. mehr oder weniger abgeschwachte Aktivitat, das relative 
Verhaltnis der Hydrolysierbarkeit der Acetyl- oder Chloracetyl- 
derivate des Glycins einerseits und des Asparagins andererseits 
blieb jedoch bei allen Fallen fast unveriindert, weshalb angenom- 
men werden musste, dass das Acetylglycin und Acetylasparagin 
einerseits durch dasselbe Ferment und das Chloracetylglycin und 
Chloracetylasparagin andererseits wieder durch dasselbe Ferment 
gespalten werden. 
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Uber die Moglichkeit, dass die Acetyl- und Chloracetylamino- 
sduren je durch verschiedene Fermente hydrolysiert werden 
konnen, hat Nawa (1938) berichtet. Die von ihm aus Hiihner- 
leber gewonnene Glycinphenacetoacylase spaltet das Chloracetyl- 
tyrosin, aber nicht Acetyltyrosin. Ich beobachtete auch wohl, dass 
das 30 Minuten auf 55° erhitzte Pankreasautolysat auf das Chlor- 
acetyltyrosin noch wirksam ist, aber nicht mehr auf das Acetyl- 
tyrosin (Versuch 4). Jedoch, da das Chloracetyltyrosin tiber- 
haupt leichter als das Acetyltyrosin fermentativ spaltbar ist und 
eine Fermentlosung, die das Acetyltyrosin spaltet und auf das 
Chloracetyltyrosin unwirksam ist, noch nicht hergestellt werden 
konnte, kann man iiber ein gesondertes Vorhandensein der Aceta- 
cylase bzw. Chloracetacylase nichts entscheidendes sagen. Ich 
mochte also vorlaufig diese beiden Fermentgruppen als eine Aceta- 
ceylase zusammenstellen. 

Glycin-Asparaginacetacylase kann in folgender Weise leicht 
gereinigt werden. Das Dtinndarmschleimhautautolysat (Versuch 
5) enthalt Dipeptidase und ist frei von verschiedenen Acylasen, 
wahrend das Leber- oder Pankreasautolysat ausser Acylasen noch 
Dipeptidase enthalt. Das Leberautolysat wird bei Pu 4 unter 
Kiskiihlung mit Tonerde C, adsorbiert. Das Abktihlen ist notig, 
weil das Ferment bei Pu 4 und 37° schon in einer Stunde in- 
aktiviert wird. Die Adsorptionsrestlosung enthalt eine ziemlich 
starke Glycin-Asparaginacetacylase, die auf Acetyl- und Chlor- 
acetyltyrosin, Hippursiure, Dipeptide und ihre Benzoylderivate 
aber nicht mehr wirksam ist (Versuch 6). Falls das Pankreas- 
autolysat in gleicher Weise behandelt wird, ist die Adsorptions- 
restl6sung frei von Dipeptidase und Glycin-Asparaginacetacylase, 
spaltet aber das Chloracetyltyrosin und Hippurylaminosauren 
(Versuch 7). Hine Fermentlésung von gleicher Higenschaft 
kann durch H,.S-Sattigung des Pankreasautolysats und nach- 
folgende H»S-Austreibung mittels CO. bereitet werden (Versuch 
8). Die Dipeptidasezerstérung durch H.S wurde zuerst von 
Grassmann und Dyckerhoff (1928) an dem Hefeautolysat beo- 
bachtet, dieses Verfahren gelingt aber nicht an allen Ferment- 
lésungen, weil bei dem Leberautolysat ein so auffallendes Ver- 
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schwinden der Dipeptidase wie beim Pankreasautolysat nicht 
erkennbar war. 

Wie oben erwahnt, spaltet die aus dem Pankreasautolysat her- 
gestellte und auf das Chloracetyltyrosin wirksame Fermentlosung, 
auch die Hippurylderivate des Glycins, Asparagins und Tyrosins. 
Ich habe daher untersucht, ob die Trennung des das Chloracetyl- 
tyrosin spaltenden von dem die Hippurylaminosaure spaltenden 
Ferment moglich sei. Dabei habe ich auch die Frage zu klaren 
versucht, ob die Hydrolyse der Hippurylaminoséuren nach den 
Arten der COOH-tragenden Aminosiuren in spezifischer Weise 
beeinflusst wird, weil das Dipeptid ohne Riicksicht auf die glycy- 
lierte Aminosadure, sei es Glycin, Asparagin oder Tyrosin, von einem 
Ferment, Dipeptidase, hydrolysiert wird, dagegen an der Hydrolyse 
der Benzoylaminoséuren Glyecin-, Asparagin- bzw. Tyrosinbenzo- 
acylase teilnehmen, wahrend das Chloracetylglycin und Chlor- 
acetylasparagin von einem Ferment gespalten wird, das auf das 
Chloracetyltyrosin nicht wirksam ist. 

Zu dieser Untersuchung ist das Pankreasautolysat am besten 
geeignet, weil es unter den Fermentlosungen die grésste Fahigkeit 
hat, die Hippurylaminosauren aufzuspalten. Ich behandelte das 
Pankreasautolysat bei Pu 4 mit Tonerde C, und eluierte das Ad- 
sorbat mittels M/40 NHs. Das Eluat spaltete unter verschiedenen 
Substraten nur das Hippuryltyrosin (Versuch 9). Als das 
Tonerdeadsorbat aber frisch mit dem Gemisch (1:1) von M/40 
NHz3 und M/10 NasHPOy, schnell gespiilt und dann mittels M/10 
NazHPOx, eluiert wurde, wirkte die gewonnene Fermentlésung auf 
das Hippuryltyrosin und das Hippurylasparagin, aber nicht auf 
das Hippurylglycin und das Chloracetyltyrosin (Versuch 10). 

Verschiedene: Verfahren wurden andererseits ausgefiihrt, “um 
aus dem Pankreasautolysat eine Fermentliésung herzustellen, die 
selektiv das Hippurylglycin oder Chloracetyltyrosin aufzuspalten 
imstande ist. Bisher waren alle Versuche erfolglos. Irgendeine 
Lésung, die das Chloracetyltyrosin bzw. Hippurylglyein hydrolys- 
ierte, spaltete immer das Hippuryltyrosin und Hippurylasparagin. 
Wenn man ausserdem in Betracht zieht, dass unter drei Hippuryl- 
derivaten das Hippurylglycin erfahrungsgemass am schwersten, 
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dagegen das Hippuryltyrosin am leichtesten spaltbar ist, und das 
die mit dem Pankreasautolysat versetzte Hippuryltyrosinlésung 
schon in einigen Minuten eine fast totale Spaltung zeigte und eine 
reichliche Abscheidung von Tyrosinkrystallen in sich bemerkbar 
machte, darf man trotz der gelungenen Herstellung der obener- 
wahnten Fermentlosung, die auf das Hippuryltyrosin § selektiv 
wirksam war, von einer spezifischen Existenz einer Tyrosii- 
hippuricoacylase usw. nicht sprechen und man muss vorlaufig 
damit zufrieden sein, dass die Hippurylderivate des Glycins, 
Asparagins und Tyrosins und das Chloracetyltyrosin tiberhaupt 
‘von einem Ferment hydrolysiert wird. Eine solche Fermentlésung 
kann, wie oben erwahnt, aus dem Pankreasautolysat durch Tonerde- 
behandlung oder durch H.S-Durehleitung hergestellt werden 

(Versuch 7, 8). Statt der Fermentlésung von demselben hydro- 
lytischen Vermogen kann man sich auch des Dialysats der Globulin- 
fraktion vom Pankreasautolysat bedienen. In der durch Ammo- 
niumsulfatsattigung gewonnenen Albuminfraktion ist dagegen 
die Dipeptidase frei von der, Acylase vorhanden (Versuch 12). 
Man kann also aus dem Pankreasutolysat durch Ammoniumsulfat- 
verfahren zwei Arten Fermente voneinander getrennt herstellen. 

. Uber die Hydrolyse des Acyglycins und Acyldiglycins durch 
von einander verschiedene Fermente sind schon einige Angaben 
vorhanden. Mayeda (1936) hat aus dem Verhalten des Nieren- 
olyzerinextrakts gegen Tonerde und Kieselgur angenommen, dass 
die Hippurséure und das Hippuryglyeim durch verschiedene 
Fermente gespalten werden. Kazama (1939) hat aus dem Gly- 
zerinextrakt des Nieren- und Pankreaspulvers Fermente gewonnen, 
die selektiv auf eines von jenen beiden Substraten einwirken. Ich 
habe beobachtet, dass das Pankreasautolysat das Hippurylglyein 
stark, die Hippursiure dagegen nicht hydrolysiert (Versuch 3). 
Die von Mori (1939) aus Rohrzuckerextrakt der Niere hergestellte 
Glycinbenzoacylase spaltete keineswegs das Hippurylglycin (Ver- 
such 13). 

Dasselbe Verhiltnis kann ich bei dem Chloracetylglycin und 
Chloracetyldiglycin erweisen. Das Nierenautolysat (Versuch 1) 
spaltet das Chloracetylglycin sehr leicht, aber nicht das Chlor- 
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acetyldiglycin, wahrend der unter MgCO3-Zusatz gewonnene 
Pankreasextrakt (Versuch 14) wohl auf das Chloracetyldiglycin, 
aber nicht auf das Chloracetylglycin wirksam ist. 

Dieser Pankreas-MgCO3-Extrakt spaltet das Hippurylglycin 
auch nicht. Eine soleche Fermentlésung, die auf das Chloracetyl- 
diglycin, aber nicht auf das Hippurylglycin wirksam ist, kann aus 
der Globulinfraktion des Nierenglyzerinextrakts hergestellt werden 
(Versuch 15). Die oben erwahnte Globulinfraktion des Pankreas- 
autolysats (Versuch 12), sowie der erhitzte Pankreasrohrzucker- 
extrakt (Versuch 16)” spalteten dagegen das MHippurylglycin, 
aber nicht das Chloracetyldiglycin. Dieses Ergebnis bestatigte die 
Angabe von Kazama (1939), dass das Benzoyldiglycin und 
Chloracetyldiglycin durch die von einander’ verschiedenen 
Fermente spaltbar sind. Mein Versuch zeigt ausserdem, dass aus 
dem Pankreas je nach der Herstellungsweise der Lésung das das 
Hippurylglyecin spaltende und das das_ Chloracetyldiglycin 
spaltende Ferment voneinander getrennt bereitet werden (Versuch 
3, 14). Bei den Acyldipeptiden wird die Spezifitat der darauf 
einwirkenden Fermente durch die chemischen Arten der Acyl- 
gruppen bestimmt. 

Die Acylderivate der Dipeptide sind friiher als die Substrate 
der Carboxypolypeptidase angesehen worden. Bergmann (1938) 
hat durch seine schénen Arbeiten bewiesen, dass die Acylpeptide 
nach den Arten der an dem Aufbau teilnehmenden Aminosduren 
durch verschiedene Fermente hydrolysiert werden. Nishihira 
(1941) hat neulich die Hydrolyse der Benzoylpolyglycinpeptide 
untersucht und aus der Niere ein Ferment namlich Dipeptidopepti- 
dase isoliert, das das Benzoyltriglycin und Benzoyldiglycylas- 
paragin in Hippursdiure+Dipeptid spaltet, aber weder auf das 
Benzoyldiglycin noch auf die Hippursdiure wirksam ist. Die 
Spezifitat der Acylpeptidspaltenden Fermente wird also weiter 
durch die Linge der Peptidkette bestimmt. Diesen die Spezifitat 
der Acylasen bedingenden Faktoren ist drittens hinsichtlich des 
Ergebnisses mit dem Benzoyldiglycin und Chloracetyldiglycin noch 
die chemische Natur der Acylreste hinzufiigen. 

Falls das Pankreasautolysat nicht gereinigt worden ist, ist 
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darin noch Dipeptidase, aber keine Glycinbenzoacylase vorhanden. 
Die Hydrolyse der Hippurylaminosiuren mit dem Pankreas- 
autolysat schreitet schnell fort und erreicht die 100%ige Be- 
freiung von einer NH»-Gruppe; dieser Prozentsatz geht aber nie 
dartber hinauf. Die fermentative Spaltung muss also zwischen 
dem Hippurylrest und der endstaindigen Aminosiure stattfinden, 
wie es schon Utzino(1928), Akizuki(1937) und Kazama(1939) 
bei der Spaltung des Hippurylglycins und des Hippurylasparagins 
bewiesen haben. 

Utzino und Nakayama (1940) haben das Benzoyldiglycin 
abbauende Ferment “Dipeptidacylase” genannt. Der Name bezieht 
sich auf die Hydrolyse des Acyldipeptides: Da es nun klar 
geworden ist, dass das Benzoyldipeptid nicht zu Benzoesdure 
+Dipeptid, sondern zu Hippursaure+Glycin gespalten wird, soll 
das Ferment vielmehr als “Acyldipeptidase” bezeichnet werden, 
um jede zufallige Verwechselung mit Dipeptidopeptidase von 
Nishihira zu vermeiden. Dann diirfte man das Ferment fiir 
die Benzoyldiglycinhydrolyse als “Benzoyldipeptidase”, das fiir 
Chloracetyldiglycin als “Chloracetyldipeptidase” bezeichnen. 


EXXPERIMENTELLER TEIL. 
I. Substrate. 


1) Acetylglycin wurde von Nawa(1938) im hiesigem Institut 
hergestellt und aufbewahrt. Schmelzpunkt 205°. 

2) Acetylasparagin wurde nach Karrer und Schlosser 
(1923) dargestellt. Schmelzpunkt 164°. 

3) Acetyltyrosin wurde nach Nawa (1938) in folgender 
Weise dargestellt. - 

Man acetyliert den Tyrosinathylester in Chloroform mittels 
Acetylehlorid. Die Chloroformlésung wird mit Natriumsulfat 
getrocknet, unter vermindertem Druck konzentriert und der 
gewonnene Sirup wird dann in heissem Wasser gelost und ab- 
gekiihlt. Der krystallinisch ausgeschiedene Acetyltyrosinathylester 
wird verseift und die dem dazu gebrauchten Alkali aquivalente 
Menge Salzsiure zugefiigt und die Losung unter vermindertem 
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Druck bis zum Trocknen verdampft. Aus dem Riickstand wird 
das Acetyltyrosin durch Alkohol extrahiert und mit Ather gefiallt. 
Ausgeschiedene Krystalle werden aus Wasser’ umkrystallisiert. 
_Sehmelzpunkt 149°. 
4) Chloracetylglycin Schmelzpunkt 98°. 
5) Chloracetylasparagin Schmelzpunkt 148°. 
6) Chloracetyltyrosin Schmelzpunkt 154°. 
Diese 3 Substrate wurden nach Fischer (1904) hergestellt. 
7) Glyeylglycin wurde durch Aminieren des Chloracetyl- 
glycins hergestellt. Beim raschen Erhitzen im Kapillarrohr 
zersetzt sich die Substanz, ohne zu schmelzen, zwischen 215° und 
220°, nachdem sie sich schon vorher dunkel gefarbt hat. 
8) Glycylasparagin Schmelzpunkt 216°. 
9) Glyeyltyrosin Schmelzpunkt 165°. 
Diese beiden Substrate werden nach Fischer (1904) dar- 
‘gestellt. 
10) Hippursaiure (Merck). 
11) Benzoylglyeylglyein Schmelzpunkt 207°. 
12) Benzoylglycylasparagin Schmelzpunkt 182°. 
13) Benzoylglycyltyrosin Schmelzpunkt 196°. 
Diese 3 Substrate wurden nach Akizuki (1987) dargestellt. 
14) Chloracetylglyeylglycin wird in itiblicher Weise durch 
‘Chloracetylieren des Glycylglycins dargestellt. Die Krystalle 
werden einmal aus heissem Wasser umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
173°. 
15) Chloracetylglycylasparagin wurde nach Suzuki (1931) 
hergestellt.. Schmelzpunkt 159°. 
' Analyse: 0,0279 g Substanz liefert 0,0043 g Kjeldahl N. 
C1CsH20sN3 (265,57) gef. N. 15,57%. 
ber, N. 15;82%. 


IT, Versuchsanordnung. 


Die Acylaminosduren und -dipeptide wurden in Aquivalenter 
Natronlauge, wahrend die Dipeptide in Wasser gelést wurden. Die 
Konzentration war immer M/2. Die Zusammensetzung der Probe 
war folgende: 
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M/2 Substratlosung 1,0 eem 

M/10 Phosphatpuffer (Pu 7) gh 

Fermentlésung 20s 
Der Kontrollversuch bestand aus: 

Wasser 1,0 cem 

M/10 Phosphatpuffer (Pu 7) Oe; 4 

Fermentlosung 230.53 


Jede Probe wurde im Reagenzglas angestellt, mit einigen 
Tropfen Toluol als Antiseptikum versetzt, mit Kork dicht verstopft 
und in den Brutschrank von 37° gestellt. Das Amino-N wurde 
sofort und nach 20 Stunden nach Van Slyke in 1,0 cem der Ver- 
suchslosung bestimmt. Als die ausgeschiedenen Tyrosinkrystalle 
durch Hydrolyse vom Substrat in den Versuchsproben bemerkbar 
waren, wurden sie mit einem Tropfen Natronlauge aufgelést und 
dann die Bestimmung des Amino-N ausgefiihrt. 1,75 mg Zunahme 
des Amino-N entspricht 100% Hydrolyse. 


Ill, Fermentlosung und Ergebnisse. 

1) Schweimenierenautolysat. 

Schweinenierenbrei wird mit zehnfachem Volumen Wasser 
durchgemischt und unter Toluol- und Chloroformzusatz 3 Tage 
lang in dem Brutschrank von 37° gestellt. Nach Zentrifugieren 
wird die iiberstehende Losung gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Die tiberstehende klare Loésung wird im Hisschrank aufbewahrt. 
Die Wirkung dieses Autolysates ist folgende: 


Substrat aera) Hydrolyt. % 
Acetylglycin 1,50 85 
Acetylasparagin 0,78 44 
Acetyltyrosin 0,06 3 
Chloracetylglycin 1,74 100 
Chloracetylasparagin 1,21 69 
Chloracetyltyrosin 0,06 3 
Glyeylglycin 1,16 66 
Glycylasparagin 0,95 54 
Glyeyltyrosin 0,96 54 
Hippurylglycin 0 0 
Hippurylasparagin 0 0 
Hippuryltyrosin ~ 0 0 
Chloracetylglyeylglycin 0 0 
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2) Erhitztes Schweinemerenautolysat. 

Das Autolysat wird 30 Minuten auf 55° erhitzt und dann 
schnell abgekiihlt. Nach Zentrifugieren dient die tberstehende 
Loésunge zum Versuche. 


Substrat Pesce. Hydrolyt. % 
Acetylglycin 1,16 66 
Acetylasparagin 0,50 28 
Acetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin ileal 97 

_ Chloracetylasparagin 0,56 5 32 
Chloracetyltyrosin 0 0 
Glycylglyein 1,01 57 
Glyecylasparagin 0,74 * 42 
Glyeyltyrosin 0,79 45 


2) 


3) WSchweinepankreasautolysat. 


Schweinepankreasbrei wird mit fiinffachem Volumen Wasser, 
wie die oben beschriebene Schweineniere, behandelt. 


Substrat Anan ees Hydrolyt. % 

Acetylglycin 0 

Acetylasparagin 0 

Acetyltyrosin 0,24 13 
Chloracetylglycin 0 

Chloracetylasparagin 0 

Chloracetyltyrosin 1,58 90 
Glycylglycin 1,12 , 64 
Glycylasparagin 1,07 61 
Glyeyltyrosin 1,02 58 
Hippurylglyein 1,50 85 
Hippurylasparagin IeyAal 98 
Hippuryltyrosin ‘ 1,58 90 
Hippursiure 0 0 4 
Chloracetylglycylglycin 0,10 5 
Chloracetylglycylasparagin 0,98 ’ 56 
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4) Erhitetes Schweinepankreasautolysat. 


Das Pankreasautolysat wird 30 Minuten bei 55° erhitzt. Nach 
Zentrifugieren dient die iiberstehende Lésung zum Versuche. 


Substrat hee es Hydrolyt. % 
Acetylglycin 0 0 
Acetylasparagin 0 0 
Acetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin 1,24 71 
Glyeylglycin 1,16 66 
Glycylasparagin 0,97 55 
Glycyltyrosin BI5 65 


5) Diinndarmschleimhautautolysat des Schweines. 


Die Diinndarmschleimhaut wird mit zweifachem Volumen 
Wasser, sonst wie bei der Autolyse der Niere, behandelt. 


Substrat Ae ares Hydrolyt. % 
Acetylglycin 0 0 
Acetylasparagin 0 0 
Acetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin 0 0 
Glycylglycin 1,13 64 
Glycylasparagin 1,09 62 
Glyeyltyrosin 0,89 51 
Hippurylglycin 0 0 
Eippurylasparagin 0 0 
Hippuryltyrosin 0 0 


6) Adsorptionsversuch mit dem Schweineleberautolysat. 

Man siuert das Leberautolysat, welches auf dieselbe Weise 
wie das Nierenautolysat, aber mit 2 fachem Volumen Wasser, 
hergestellt wurde, mittels Essigsiiure zu Pu 4, versetzt dann mit 
Tonerde C, und zentrifugiert nach 30 minutiger Schiittelung. Die 
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iiberstehende Lésung wird mit NH3 zu Pu 7 neutralisiert und die 
dabei entstehendenen Niederschlige abgeschafft, wodurch eine 
vollig durchsichtige Fermentlésung gewonnen wird. 

Das ganze Verfahren wird unter Hiskihlung ausgefiihrt, weil 
sonst die Fermentwirkung erheblich vermindert wird. 

Die unten verzeichnete Adsorption wurde in derselben Weise 
durchgefiihrt. 


Substrat Petree Hydrolyt. % 
Acetylglycin 1,14 65 
Acetylasparagin 0,29 16 
Acetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin 1,76 100 
Chloracetylasparagin 0,65 37 
Chloracetyltyrosin 0 0 
Hippursiure 0 0 
Glyeylglycin 0 0 
Glycylasparagin 0 0 
Glycyltyrosin 0 0 
Hippurylglycin 0. 0 
Hippurylasparagin 0 0 
Hippuryltyrosin 0 0 


7) Adsorptionsversuch mit dem Schweinepankreasautolysat. 


Substrat neato Hydrolyt. % 
Acetylglycin 0 0 
Acetylasparagin 0 0 
Acetyltyrosin 0 0 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin 0,69 39 
Glyeylglyein 0 0 
Glyc; lasparagin 0 0 
Glycyltyrosin : 0 0 
Hippurylglycin 0,07 4 
Hippurylasparagin 1,00 57 


Hippuryltyrosin 1,43 82 
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8) Einfluss des Schwefelwasserstoffes auf das Schweinepan- 
kreasautolysat. 


Das Autolysat wird mit H2S durch 30 minutiges Hinleiten des. 
Gases gesattigt, von dem geringen Niederschlag abfiltriert; dann 
wird 15 Minuten lang COz eingeleitet bis die Lésung nicht mehr 
nach H2S riecht; schliesslich wird das Filtrat neutralisiert. 


Substrat ae ie Hydrolyt. % 
Acetylglycin 0 0 
Acetylasparagin 0 0 
Acetyltyrosin 0,06 3 
Chloracetyiglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin Ualal ‘ 63 
Glyeylglycin 0,03 il 
Glyeylasparagin 0,08 4 
Glyeyltyrosin 0,12 24:6 
Hippuryglycin 0,38 2 
Hippurylasparagin 1,58 90 
Hippuryltyrosin 1,24 71 


9) Adsorptionsversuch nit dem Pankreasautolysat. 


Das Pankreasautolysat- wird bei Pu 4 mit Tonerde C, 30 
Minuten geschiittelt, das Adsorbat durch eine mit dem gebrauchten 
Autolysat gleiche Menge M/40 NH3, 30 Minuten bei 37° eluiert 
und die zentrifugierte wasserklare Losung mittels Essigsaure zu 
Pu 7 neutralisiert. 


Substrat Pee seis Hydrolyt. % 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin 0 0 
Glye) !glyein 0 0 
Hippurylglycin 0 0 
Hippurylasparagin 0 0 
Hippuryltyrosin € 0,78 44 
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10) Adsorptionsversuch mit dem Pankreasautolysat. 


Man adsorbiert das Schweinepankreasautolysat bei Pu 4 durch 
Tonerde C,, behandelt das Adsorbat zuerst mit einem Gemisch 
(1:1) von M/40 NH3 und M/10 Na2HPOy, bei 37° 30 Minuten 
lang und zentrifugiert. Daraufhin eluiert man die Tonerde Cy, 
mit einer dem gebrauchten Autolysate gleichen Menge von M/10 
NasHPO, bei 37° 30 Minuten lang und neutralisiert die thber- 
stehende Losung zu Pu 7. 


Substrat Pes es Hydrolyt. % 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin = 0 0 
Hippurylglycin 0 0 
Hippurylasparagin 0,30 ie 
Hippuryltyrosin 1,56 89 


11) Globulinfraktion und Albuminfraktion des Schweine- 

pankreasautolysates. 

Zu dem gekthlten Pankreasautolysat setzt man eine gleiche 
Menge gesattigter Ammoniumsulfate zu und zentrifugiert nach 10 
Minuten. Die von der Globulinfraktion befreite Lésung wird 
unter Hisktihlung mit kristallisiertem Ammoniumsulfat gesittigt 
und nach 10 Minuten wieder zentrifugiert. Man lést die Globulin- 
bzw. Albuminfraktion in der mit dem gebrauchten Autolysat 
gleichen Menge physiologischer Kochsalzlésung, dialysiert gegen 
1,0%ige Kochsalzlésung iibernachts, filtriert den dabei entstandene 
Niederschlag ab und neutralisiert das Filtrat. 


Ferment Globulinfraktion Albuminfraktion 
. Zuwachs d. Pat Zuwachs d, 
Substrat ‘Araino-Ny (ae) Hydrolyt. % Amind-N Gn) Hydrolyt. % 
Chloracetyltyrosin 1,54 88 0,24 14 
Glycylglyein 0,26 5) 1,06 60 


Hippurylglycin 0,94 53 0,06 3 
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12) Geremigte Globulinfraktion des Schweinepankreasauto- 

lysates. 

Die Globulinfraktion in vorigem Verfahren wird in physiologi- 
scher Kochsalzlosung gelést, nochmals durch Halbsittigung mittels 
Ammoniumsulfat gefallt und weiter in gleicher Weise dialysiert — 
und neutralisiert. 


Substrat me Ne ua Hydrolyt. % 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylasparagin 0 0 
Chloracetyltyrosin 1,47 81 
Glyeylglycin 0 0 
Hippurylglycin 0,88 50 
Hippurylasparagin 1,73 98 
Hippuryltyrosin 1,69 96 
Chloracetylglycylglycin 0 0 
Chloracetylglycylasparagin 0,14 8 


13) Erhiteter Schweinenerenrohrzuckerextrakt (Ferment- 
lésung A nach Morr). 
Es wurde dazu die itiberstehende Losung des 30 Minuten bei 
55° erhitzten Rohrzuckerextraktes der Schweineniere verwendet. 


Substrat Anes ( Ne 2) Hydrolyt. % 
Acetylglycin 1,60 91 
Acetylasparagin 1,59 90 
Acetyltyrosin 0,25 14 
Chloracetylglycin 1,51 86 
Chloracetylasparagin 1,27 Fann 
Chloracetyltyrosin 0,58 33 
Glycylglyein 0,92 52 
Hippurylglycin 0 0 
Hippurylasparagin 0 0 
Hippuryltyrosin 0 0 
Chloracetylglyeylglycin 0,32 18 


Hippursiiure 0,63 36 
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14) Schweimepankreas-MgCO3-Extrakt. 


Dem Schweinepankreasbrei setzt man 1/10 Menge Magnesium- 
earbonat und die zweifache Menge Wasser zu; dann wird er 
iibernachts in den Brutschrank von 37° gestellt. Die nach Zentri- 
fugieren gewonnene gelbliche etwas getriibte tiberstehende Losung 
wird zu PH 7 neutralisiert. 


Zuwachs d. £ 
Substrat - Anainig-Ne Gag) Hydrolyt. % 
Chloracetylglycin 0 0 
Chloracetylglycylglycin 0,42 24 
Hippurylglycin 0 0 


15) Globulinfraktion des Schweinenierenglyzerineztrakts. 

Man setzt dem Nierenbrei die dreifache Menge Glyzerin zu 
und zentrifugiert nach 24 Stunden Stehenlassen bei Zimmer- 
temperatur. Der Glyzerinextrakt wird mit 3 facher Menge Wasser 
verdiinnt und weiter mit 1/7 Menge M/2 Acetatpuffer (Pu 4,6) 
versetzt, der entstandene Niederschlag einmal mit Wasser gespiilt, 
dies in 1,0%iger Kochsalzlosung suspendiert, deren Menge der des 
gebrauchten Extraktes gleich ist, neutralisiert und zentrifugiert. 
Die getriibte tiberstehende Lostng wird mit Ammoniumsulfat halb- 
gesittigt, die zentrifugierte Globulinfraktion in physiologische 
Kochsalzlosung gelost und gegen 1,0%ige Kochsalzlosung dialysiert. 


: Zuwachs d. : 
Substrat RET SCE Hiydrolyt. % 
Chloracetylglycin 1,24 71 
Hippursaure 0 0 
Hippurylglycin 0,04 2 
Chloracetylglyeylglycin 1,60 91 


16) Erhitzter Schweinepankreasrohrzuckerextrakt. 


Schweinepankreas wird in ganz gleicher Weise, wie bei der 
Herstellung des erhitzten Nierenrohrzuckerextrakts, behandelt. 
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: Zuwachs d. ; 
Substrat Atmino-N (mg) Hydrolyt. % 
Chloracetylglycin 1,62 92 
Hippursiiure 0 0 
Hippurylglyein 1,10 63 
Chloracetylglyeylglycin 0) 0 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die Herrn 
Professor Akamatsu zur Forderung der wissenschaftlichen 
Forschungen von dem Unterrichtsministerium zur Verfiigune 


gestellt wurde. 
\ 
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_ During the purification of beef liver arginase, we accidentally 
obtained a crystalline protein and ascertained it to be identical 
with Sumner’s crystalline catalase (1937). 

Sumner (1937, 1939, 1940) employed dioxane to obtain the 
crystalline catalase and reported that an attempt to substitut 
acetone for dioxane in the process was unsuccessful. But we 
found that the crystalline catalase could be obtained by the acetone 
method, as shown in the following experiment. 


ISOLATION OF CRYSTALLINE CATALASE. 


The fresh ground beef liver is extracted by an equal portion 
of water and is centrifuged. 80cc. of acetone are added slowly 
for every 100 ce. of the supernatant solution and the mixture is 
then allowed to stand at 30°C for 15 minutes. The precipitate 
formed is separated by centrifugation, dissolved in 50 cc. of water 
for every 100 ce. of the original solution, and the insoluble matter 
is centrifuged off. The supernatant solution is again treated by 
acetone in the same manner as above described. The solution ob- 
tained is allowed to stand in the ice chest for 2 or 3 days. The 
amorphous precipitate thus formed is centrifuged off and a dark 
reddish colored solution is obtained. 

Sometimes, the crystalline catalase could be obtained even from this 
solution by standing in the ice chest for a few weeks. It was usually cry- 
stallized in the form of thin rectangular plates, but in a few cases mixed 
with needle-shaped crystals under the microscope. The suspension of these 
crystals showed the beautiful “thryxotropy” by stirring, as described by 
Sumner, 
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To obtain the crystalline catalase easier and better, the solu- 
tion must be treated with ammonium sulfate. 20.9gm. of 
ammonium sulfate are added carefully for every 100 cc. of the 
solution which is previously treated twice with acetone as above 
described. The amorphous precipitate which forms is centrifuged 
off. The solution is allowed to stand in the ice chest until the 
crystallization occurs. It begins usually in one or two days, rarely 
in half an hour, and is completed in 3 or 4 days. The erystalli- 
zation of the catalase is easily recognized by the thixotropy. The 
crystals are centrifuged down, washed with a small amount of water 
and recrystallized by Sumner’s method (1937). 


PROPERTIES OF CRYSTALLINE CATALASE. 


Our crystalline catalase gives the ordinary color tests for 
protein (Xanthoprotein reaction, biuret reaction and Millon’s 
reaction). The color of the crystals is yellow or green under the 
microscope, and macroscopically. yellow, green or silver. The 
suspension of the crystals shows a remarkable silky appearance 
by stirring, which was characterized by Sumner (1937) as 
“thryxotropy”. The concentrated solution of the crystals is dark 
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greenish color. The crystals are either needles or plates under 
the microscope. 

The catalase capability, expressed in “Kat. f.”, was determined 
by the method of Euler and Josephson (1927), considering 
Sumner’s description (1937, 1939). The value of “Kat. f.”, which 
was obtained for the reerystallized catalase, was 25400. 
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UBER DIE BAKTERIENARGINASE. 


IV. Mitteilung: Beitrige zur Kenntnis der Subtilis- 
Arginase. 


Von 


SHOOICHI TOMOTA. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Fakultét 
der Katiserlichen Tohoku-Universitat, Sendai. 
Direktor: Prof. Dr. 8S. Utzino.) 


(Hingegangen am 11, Januar 1941) 


Wie schon in der vorigen Mitteilung berichtet, hat Verf. (1940) 
die Aktivierung der Bakterien-Arginase, die nicht in Vollaktivitat 
auftrat, durch Mangansulfat, wie diejenige der Tier-Arginase fest- 
gestellt. Nach der Angabe von Edlbacher (1938) konnte die 
Hefe-Arginase durch Dialyse inaktiviert und wieder durch Zusatz 
von Mangansulfat reaktiviert werden. 

In Fortfiihrung des Studiums der Arginase-Aktivitat hat Verf. 
unter Leitung von Prof. S. Utzino den Einfluss der Kultur mit 
einer gewissen Menge Mangansulfat, die die Bakterien-Entwicklung 
nicht beeintrachtigte, auf die Bakterien-Arginase gepriift, indem 
er die Subtilis-Arginase in Angriff genommen hat, da die Subtilis- 
bakterien eine starke Arginase-Wirkung aufwiesen. Zum Ver- 
eleichszweck kam die gewohnliche Kultur ohne Mangansulfat in 
Betracht, der ein anderesmal nachtraglich MnSO, hinzugesetzt 
wurde. Nachdem die Vollaktivitit der Bakterien-Arginase nach 
der Mangansulfat-Kultur festgestellt wurde, hat Verf. einige 
Dialysen-Versuche mit Pergamentpapier, Zellophan- oder Kollo- 
diummembran angestellt. In dieser Hinsicht kommen das 
Arginase-Verhalten nach der Dialyse und eine Reaktivierung der 
durch Dialyse inaktivierten Arginase in Frage. Ferner hat man 
auch die’ Wirkung der Dialysen-Aussenfliissigkeit (Dialysat) 
gepriift. Die Ergebnisse sind wie folgt zusammengefasst. Bei den 
nicht dialysierten Kontrollversuchen B mit der Suspension der mit 
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MnSO, kultivierten Subtilisbakterien trat die Arginase-Wirkung 
in einem vollaktiven Grad auf, da sie nicht weiter durch Zusatz 
von MnSO, verstarkt wurde, wahrend die Arginaseaktivitat in dem 


TABELLE I. 
Arginasewirkung der mit MnSO, kultivierten Subtilisbakterien, oder der- 
jenigen, denen nachtraglich MnSO, hinzugefiigt wurde.*) 

Zur Kontrolle wurde hier zuerst die Wirkung der nicht dialysierten Sub- 
tilis-Suspension untersucht, die einmal bei der Kultur oder ein andermal nach 
der Kultur mit MnSO, versetzt worden war. Als Enzymloésung wurde eine 
4%ige wisserige Suspension von den nach der Aceton-Ather-Methode getrock- 
neten Bakterienleibern von Bac. subtilis 5 verwendet, die in der A-Reihe an 
gewohnlichen Agar-Platten ohne MnSO, und in der B-Reihe an den Agar- 
Platten mit Mangansulfat in einer 0,01 Mol-Konzentration kultiviert wurden; 
diese Konzentration blieb fast ohne Hinfluss auf die Bakterien-Entwicklung. 
In der A-Reihe wurden 3 ccm 4%iger Suspension bei A-II und bei A—III unter 
nachtraglichem Zusatz von 1cem oder yon 3cem 0,002 Mol-MnSO,.-Losung 
geprift. ~ 

Versuchsansatz. 3c¢cem Argininchlorhydratlosung (Titer =27,6 cem 0,02 n- 
HzS0s) + 0,3 cem Enzymlésung mit 0,7 com Wasser bei A-I. und bei B oder 
+0,4 ccm Enzym mit 0,6 cem Wasser bei A-II oder+0,6cem Enzym mit 0,4 
eem Wasser bei A-III+1cem 3/400 Mol-MnSO:Lésung oder+1 ccm Wasser 
ohne MnSO:+10c¢cem 1 Mol-Glycin-NaOH: Puffer von PH 9,2+Toluol; digeriert 
bei 37°C 24 Stunden lang. Dann Ureasespaltung nach Umpufferung. Die 
Bestimmung des gebildeten Harnstoffs wurde wie in den vorigen Mitteilungen 
ausgefiihrt und der Sa&ureverbraueh zur Ammonikkneutralisation in cem 0,02 
m-H2SO., in den Tabellen angegeben, nachdem der Kontrollwert abgezogen 
wurde. 


Zunahme des Saureverbrauchs in cem 0,02 n-H.SO,4 


Versuch | A-I) 0,3 ccm | A-IT) 0,4 cem | A-ITT) 0,6 cem| a eae 
Enzym ohne | Enzym unter | Enzym unter = - ue sa 
MnSO--Zusatz | MnSOcZusatz | MnSO.-Zusatz ctl ae 
MnSO,-Zusatz 
Fe rh (8 es ial te Ng ea 
. Pg’) Bis | Be Be | aie) eo es ee 
a Bi Va le Bes a neal «ae eee 
Aktivierung aq te a oo a oo aq by 
S S S Ss 
ohne MnSOxz 13,3 48,2 17,0 61,6 22,5 81,5 23,0 88,3 
mit MnSO. 24,9 90,2 23,1 83,7 24,3 88,0 23,7 | 85,9 


* Fiir die freundliche Uberlassung der Bakterienst’amme ist Verf. Herrn 


Prof. Dr. M. Kuroya zu grossem Danke verpflichtet. 
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Kontrollversuche A-I ohne MnSO,-Zusatz nur die Hilfte der Voll- 
aktivitat zeigte (Tabelle 1). Aus den Versuchen A-II und A-III, 
in denen die Bakterien ohne MnSO,4-Zusatz kultiviert aber unter 
nachtraglichem Zusatz einer kleinen Menge dieses Salzes gepriift 
wurden, ersieht man, dass die Subtilis-Arginase sich in einer 
zunehmenden Aktivitaét. parallel mit der hinzugesetzten MnSO,- 
Menge vor der Vollaktivierung befindet (Tabelle I). 

Nach der Dialyse in einem Pergamentpapier-Sickchen gegen 
fliessendes Wasser ging die Arginase-Aktivitat der Subtilis- 
Suspension ohne MnSO,-Zusatz (A-I) fast vollstindig verloren 
und zeigte eine Reaktivierung durch neuen MnSO,4-Zusatz in einem 
schwacheren Grad und zwar ca. zu einem Drittel des Anfangswertes 
oder ca. zur Halfte desjenigen der MnSO,-Kultur bei Versuch B 
oder des Enzyms unter MnSO4-Zusatz bei A-IT und A-ITI, wahrend 
die dialysierte Suspension der mit MnSO, kultivierten Bakterien 
eine schwache Arginase-Aktivitat vor und eine ziemlich deutliche 
Reaktivierung nach dem neuen MnSO,4-Zusatz aufwies, die aber 
viel schwacher als der Anfangswert vor der Dialyse war (Tabelle 
II). Bei den Versuchen A-II und A-IIT unter vorherigen MnSOxz- 
Zusatz bleibt die Arginase-Aktivitat auch nach der Dialyse, wenn 
auch in einem schwacheren Grade, erhalten und die Vollaktivitat 
naeh dem neuen MnSO,4-Zusatz verhalt sich etwas schwacher als 
diejenige der mit MnSO, kultivierten Bakterien bei B (Tabelle IT). 
Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die Subtilis-Arginase bei 
der Dialyse in Pergamentpapier inaktiviert und zwar grosstenteils 
zerstort wurde, da nur ein Teil derselben durch neuen MnSOg- 
Zusatz reaktiviert werden konnte. Durch Zusatz von MnSO, 
scheint die Zerstorung durch Dialyse etwas verhitet zu werden 
und die MnSO,4-Kultur scheint noch giinstiger fiir die Verhiitung 
dieser Dialysen-Zerst6rung zu wirken. 

Nach der Dialyse in einem Zellophanschlauch gegen destil- 
liertes Wasser wurde die Arginase-Aktivitat, die bei Versuch A-II 
unter MnSO,4-Zusatz und B mit MnSO,-Kultur ungefahr zur Halfte 
erhalten blieb, durch neuen MnSO4-Zusatz nicht so stark reaktiviert 
(Tabelle II1I-a). Hier liess sich auch die starke Zerstorung der 
Subtilis-Arginase ohne MnSO4-Zusatz nach der Dialyse feststellen, 
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TABELLE II. 
Arginasewirkung der in Pergamentpapier dialysierten Subtilisbakterien. 

Enzym. Die in Tabelle I angegebenen Enzymlosungen wurden entweder 
mit (A-II, A-III unter MnSO.-Zusatz und B mit MnSOs-Kultur) oder ohne 
MnSO,; (A-1) in einem Pergamentpapier-Sackchen gegen fliessendes Wasser 
wihrend 48 Stunden dialysiert. 

Versuchsansatz. Als Enzym wurden hier die dialysierten Enzymlosungen 
angewendet, also 0,3 ccm dialysierter Enzymlésung+0,7 eem Wasser (bei A-1 
und B), 0,4cem dialysierter Enzymlésung+0,6 ecm Wasser (bei A-2) oder 
0,6 ccm dialysierter Enzymlésung + 0,4 cem Wasser (bei A-3): sonst bleiben die 
Versuchsbedingungen und Analysenverhiltnisse dieselben wie in Tabelle I. 


Zunahme des Sdureverbrauchs in cem 0,02 n-H2SOx 


Versuch }.A-1). 0,8 com, |, A-11) Wet cém| ATID Oeami > ee 
: Kultur 0,3 e¢em 
Enzym ohne | Enzym unter | Enzym unter Enzym ohne 
MnSOs-Zusatz | MnSO.s-Zusatz | MnSOs-Zusatz Mus O¢Zusatz 
Bo) Bee Se Bid ite Oe eae aloe 
E E fa | 2 
acl va Lae | atl g lear a ea 
Aktivierung a RB N RD 3 2) 3 a) 
S Ss SS S 
ohne MnSO. 19 6,9 4,9 17,8 7,0 25,4 5,0 18,1 
mit MnSO, 2 5. 
(Reaktivierung) 6,7 24,3 9,3 33,7 11,8 42,8 14,9 54,0 


da die Arginase nicht durch neuen MnSO,-Zusatz reaktiviert 
werden konnte, wie in Tabelle II. Infolgedessen wurde hier auch 
die verhtitende Wirkung der MnSO,-Losung gegen Dialysen- 
Zerstorung der Arginase bestitigt. 

Um die Frage zu beantworten, ob nicht irgendeine Wirkung 
in der Dialysen-Aussenfliissigkeit (Dialysat) erhalten bleibt, hat 
man das Dialysat auf semen Einfluss auf das dialysierte Enzym 
hin gepriift (Versuch Nr. 3 und 4 in Tabelle III-a). Es ergab 
sich also, dass die Dialysen-Aussenfliissigkeit (Dialysat) etwas 
hemmend auf die Arginase-Wirkung trotz der MnS0Q,-Reakti- 
vierung wirkte und dass das Dialysat selber aber nur eine minder- 
wertige Arginase-Wirkung’ aufwies, wie Versuch Nr. 5 und 6 
zeigten. ‘ 

In Tabelle III—b sind die Ergebnisse der Versuche mit der 
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TABELLE III—a, 
- Arginasewirkung der in einem Zellophanschlauch dialysierten 
Subtilisbakterien. 

Enzym. Hier wurden 5cem 4%iger Subtilissuspension mit 5 cem Wasser 
(A-I und B) oder mit 5cem 0,002 Mol-MnSO,-Liésung (A-II) im Zellophan- 
schlauch gegen 1000 cem destilliertes Wasser 14 Stunden lang dialysiert. Die 
Kultur mit MnSO;: gehort zur B-Reihe, wie in Tabelle I. Da die Innenfliissig- 
keit im Zellophanschlauch bei der Dialyse auf ca. 20 cem zunahm, entspricht 
2 cem der dialysierten Enzymlésung ungefihr 0,5 ccm nicht dialysierter Enzym- 
losung. Die Dialysen-Aussenfliissigkeit (Dialysat) wurde auf dem Wasserbade- 
unter 45°C bis auf ca. 10 ccm eingeengt. Je 2ccm dialysierter Enzymlosung 
oder konzentrierter Aussenfliissigkeit (Dialysat) kamen in den Versuchen zur 
Anwendung. 

Versuchsansatz. 3cem Argininchlorhydratlésung (Titer wie in Tabellen I 
u. II)+7¢em 0,1 Mol-Glycin: NaOH-Puffer (PH 9,2)+2cem dialysierter 
Enzymlosung oder konzentrierter Aussenfliissigkeit (Dialysat) mit verschiedener 
Zusatzfliissigkeit, die in der Tabelle angegeben ist+Toluol; digeriert bei 37°C 
24 Stunden lang. 


Zunahme des Siureverbrauchs in cem 0,02 n-H2SO. 


Versuchs Nr. 
Il 2 3 4 5 6 
Ansatz 
Enzym (dialysiert) ie 9 9 9 0 0 
ecm < 
Dialysat (eingeengt) 0 0 9 9 9 9 
gon 
it 1 a 
MnSO, (3/400-Mol) 0 |(Reakti-| 0 |(Reakti-| 0  |(Reakti- 
ead vierung ) vierung ) vierung ) 
Wasser 9 1 3 o 
eem 
5 5 S fo) fe) fe) 
2 |e lg |8 2 |B la |? je |e 2 |e 
MH slS.c/M S/S 01M SE 1D S15 ,0/0 S/5.0/H 8]B,0 
£ Sia ye sla ye sla a S/a™ 2 Sla™/e sfg™ 
a ee ler bee ia. [eumicd. (on dor’ 1 plowiates 
SN imiS jo i iw iS je iS tS 
S S S S So S 
A-I 
1) 3,8} 13,8) 0,7] 2,5 | 1,4] 5,1 
sf (ohne MnSO,-Zusatz) 3,3] 12,0) 4,0) 14,5) 2,8) 10, P| ga . 
(>) 
Z oo 5,21 9,6 | 34,8| 10,3 37,3) 0,2| 0,7 | 0,3] 1,1 
2 (unter MnSO,-Zusatz) 16,2)58,7) 18,0) 69,2) 9, ol rae alee 
S B x 
2 3) 12 7,1 | 25,7] 7,8] 28,3] 0,9} 3,3] 2,3] 8,3 
(MnSO,-Kultur) 1t,21.40,6) 12,4) 2859)" 7 51 4 
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TABELLE III-b. 
Arginasewirkung der in einem Zellophanschlauch dialysierten 
Subtilisbakterien. 


Enzym. Im Versuch B wurden 10 cem 4%iger Pulversuspension (MnSO.- 
Kultur) in einem Zellophanschlauch gegen 1 Liter destill, Wasser wahrend 
15 Std. dialysiert. Aus ca. 830 ccm nach der Dialyse zuriickgebliebener Enzym- 
losung wurde je 1,0 cem Lésung gebraucht, die ungefahr 0,3 ccm nicht dialysier- 
ter Enzymlésung entspricht und 1,0 ccm aus dem bis auf 15 ccm eingeengten 
Dialysat B (Dialysen-Aussenfliissigkeit) geprift. 

Im Versuch A wurde die nicht dialysierte Hnzymlosung (gewohnliche 
Kultur) verwendet. 

Versuchsansatz: ebenso wie in Tabelle IV. 


Zunahme des Siiureverbrauchs in cem 0,02 n-HeSO: 


ik 2 3 4 5 6 
Ansatz 
Enzym B 
(dialysiert ) 1,0 1,0 1,0 1,0 0 0 
eem 
Dialysat B 
(eingeengt) 0 0 1,0 1,0 1,0 1,0 
com 
MnSO,z 1,0 1,0 1,0 
(3/400 Mol) 0 (Reakti- 0 (Reakti- 0 (Reakti- 
ecm vierung ) vierung ) vierung ) 
Wasser 
ean 2,0 1,0 1,0 0 2,0 1,0 
cem | % cem % \eem| %|ecm| % |ecm| %}cem| % 
Versuch B 22) 7% | 3.7 1 13,0 ‘ 
(Mn§0.-Kultur) |(25,1)*|(88,1)*|(26,6)*| (93,3)*| b°} 4,6 3,8) 18,3) 0,5 1,8) 08] 2,8 
Enzym A 
(nicht dialysiert) 0,3 0,3 0,3 0,3 — — 
ecm 
Dialysat B 
(eingeengt) 0 0 1,0 1,0 — _ 
com 
MnS0, 1,0 1,0 
(3/400 Mol) 0 (Akti- 0 (Akti- = — 
ecm vierung ) vierung) 
Wasser 
Se 2,7 17 Apis | QAOs7 — |}; — 
Versuch A 
(gewohnliche 13,2 | 46,3 | 27,8 97,5 | 8,4/29,5) 26,1] 91,6) —| —} — | — 
Kultur) 


*) Wirkung von 0,3 cem 4%iger nicht dialysierten Pulversuspension B. 
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TABELLE LV. 


Arginasewirkung der in einem Kollodiumschlauch dialysierten 
Subtilisbakterien. 


Enzym. Im Versuch A riihrt das Enzym von der gewohnlichen, aber im 
Versuch B von der MnSOy-haltigen Agarplatten-Kultur her. Im Versuch B 
wurden 10cem 4%iger Keimpulver-Suspension in Glycerin-Wasser (1:1) in 
einem Kolloidiumschlauch gegen 1000 cem Wasser wiihrend 14 Std. dialysiert 
und je 0,5 ccm dialysierter Enzymlésung gepriift, die ungefiihr 0,3 cem nicht 
dialysierter entspricht, da die Gesamtfliissigkeitmenge ca. 15 eem betrug. Man 
hat das Dialysat B (Dialysen-Aussenfliissigkeit) auf dem Wasserbade (unter 
40°C) mittels Fons bis auf 10 ccm eingeengt und 0,5 cem dieses konzentrierten 
Dialysats auf seinen Hinfluss auf die Arginase hin gepriift. 

Im Versuch A hat man als Enzym je 0,3 cem 4%iger Pulversuspension in 
Glycerin-Wasser (1:1) ohne Dialyse verwendet. 

Versuchsansatz: 3cem Argininchlorhydratlosung (Titer 28,5 ecm 0,02 n- 
H2SO:) +10 ¢em Puffer (PH 9,2)+Enzym mit verschiedenem Probenzusatz, 
wie die TabeHe zeigt+Toluol; digeriert bei 37°C, 24 Stunden lang. 


Zunahme des Siureverbrauchs in cem 0,02 n-HsSOs 


Versuch Nr. é 
1 2 3 4 5 6 
Ausatz 
Enzym B 
(dialysiert ) 0,5 0,5 0,5 0,5 0 0 
cem 
Dialysat B 
(eingeengt) 0 0 0,5 0,5 0,5 0,5 
ecm P 
MnSO 1,0 1,0 0,5 ‘ 
(3/400 Mol) 0 (Reakti- 0 (Reakti- 0 (Reakti- 
ecm vierung ) vierung ) vierung ) 
Wasser 1,5 0,5 1,0 0 5 1,0 
com 
ecm Yo cem. % \cem| Yo|eem| Y \ecm| %} ccm) % 
Versuch B 25,3 | 88,8 | 25,6 | 89.8 29 6179,3) 24,2| 84,9] 0,81 2,8| 0,91 3,2 
(MnS0,-Kultur) | (25,1)*|(88,1)*|(26,6)*((93,3)*| |? smiled 


*) Wirkung von 0,3 cem 4%iger nicht dialysierten Pulversuspension B. 
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Enzym A 
(nicht dialysiert) 0,3 0,3 0,3 0,3 —_— — 
ecm 
Dialysat B 
(eingeengt) 0 0 0,5 0,5 —_ — 
ecm ; 
MnSOz 1,0 1,0 
(3/400 Mol) 0 (Akti- 0 | (Akti. | — — 
ecm vierung) vierung ) 
estes ee L7 0,7 12 0,2 = eu 
ecm 
Versuch A 
(gewohnliche 1B56) 40 D457" 27.6 [9638 1458151 Oar Gon — pa 
Kultur) 


kleineren Menge der im Zellophanschlauch dialysierten Subtilis- 
Suspension angegeben. Nach der Dialyse in einem Zellophan- 
schlauch wurde die Arginase-Aktivitaét der mit MnSO, kultivierten 
Subtilis-Bakterien hier aber deutlich starker zerstort und durch 
neuen MnSO,-Zusatz nur ein wenig reaktiviert, da die Enzym- 
menge etwas kleiner als in Tabelle I1]—a war (Tabelle I1I-b). Die 
Dialysen-Aussenflissigkeit (Dialysat B) zeigte auch eine hemmende 
Wirkung auf die Arginase-Aktivitat der dialysierten wie auch nicht 
diatysierten Enzymlosung, wahrend die Hemmung durch das 
Dialysat B bei der MnS0,-Reaktivierung nicht so deutlich auftrat. 
Wie die Tabelle [IV und III-b zeigen, konnte man aber fast keine 
Arginase-Wirkung im Dialysat feststellen. 

Bei der Dialyse in einem Kollodiumschlauch blieb die Arginase- 
Aktivitat der mit MnSO, kultivierten Subtilis-Suspension B fast 
unverandert und zwar in ihrer Vollaktivitat, da der weitere MnSQx,- 
Zusatz fast keinen Einfluss ausiibte, indem die Dialysen-Aussen- 
fliissigkeit (Dialysat) auch fast keine hemmende Wirkung auf die 
Arginase der dialysierten wie auch nicht dialysierten Suspension 
zeigte (Tabelle IV). 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die Arginase-Aktivitét der an den Agar-Platten mit 
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MnSOy, kultivierten Subtilis-Bakterien befindet sich in ihrer Voll- 
aktivitat und wurde durch weiteren MnSO,4-Zusatz nicht mehr 
verstarkt, wahrend diejenige der an gewohnlichen Agar-Platten 
geztichteten nur die Hilfte der Vollaktivitit zeigt, die erst nach 
Manganaktivierung auftrat. 

2. Dureh die Dialyse in einem Pergamentpapier-Sickchen 
wurde die Arginase fast vollstéindig inaktiviert und grésstenteils 
zerstort, wahrend die Arginase-Aktivitat der nach MnSO,4-Kultur 
dialysierten oder der unter Manganzusatz dialysierten Subtilis- 
Suspension noch etwas erhalten blieb, obwohl ungefiahr eine Halfte 
der Arginase dureh Dialyse verloren ging: Also scheint die 
Arginase dureh Dialyse im Pergamentpapier-Siickchen einerseits 
gerstort und andererseits von dem Mangan-Aktivator getrennt zu 
werden. 

do. Auch durch die Dialyse in einem Zellophanschlauch wurde 
die Arginase der nach MnSO4-Kultur dialysierten oder der nach 
MnSO,4-Zusatz dialysierten Subtilis-Suspension deutlich zerstort 
(ungefahr auf die Halfte oder mehr) und durch neuen MnSQOq- 
Zusatz nicht so deutlich reaktiviert ; die Arginase der ohne MnSO4- 
Zusatz dialysierten HEnzymlosung fiel einer noch stiarkeren Zer- 
storung anheim. Trotz der Mangan-Reaktivierung zeigte die 
Dialysen-Aussenfliissigkeit (Dialysat) eme hemmende Wirkung auf 
die Arginase-Wirkung entweder der nach MnSO,-Kultur dialysier- 
ten oder der nach MnSO4-Zusatz dialysierten Subtilis-Suspension. 
Bei der Dialyse im Zellophanschlauch erfuhr die Arginase also eine 
Zerst6rune und die bleibende Vollaktivitat derselben lasst daran 
erinnern, dass trotz der Dialyse das Manganion noch gut im #nzym- 
komplex erhalten blieb. Diese Erscheinung wurde in Versuchen 
mit kleinerer Menge Enzym nicht so deutlich beobachtet. 

4. Nach der Dialyse in einem Kollodiumschlauch bleibt die 
Arginase-Aktivitat der mit MnSO, kultivierten Subtilis-Suspension 
unveraindert und zwar auch ungefahr in ihrer Vollaktivitat; die 
Dialysen-Aussenfliissigkeit tibt auch fast keine hemmende Wirkung 
auf die Arginase. Aus diesen Beobachtungen ergab sich, dass 
Mangansulfat durch Kollodium-Dialyse nicht leicht vom Arginases 
Komplex getrennt werden kann, da Arginase nach der Dialyse im 
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Kollodiumsehlauch nicht so stark zerst6rt wurde, wie nach der 
Dialyse im Pergamentpapier- oder Zellophanschlauch. 

Diese Arbeit wurde ausgefiihrt mit Untersttitzung der Gesell- 
schaft Hattori-Hokokai, der ich an dieser Stelle meinen verbind- 
lichsten Dank aussprechen mochte. 

Prof. Dr. 8. Utzino. 
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Recently, Yamakami and his collaborators examined extracts 
of a number of Japanese sea-weeds in connection with their in- 
hibitory activity on blood coagulation and found that “hunori” 
contains one of the most effective anticoagulant substance (Ref. 
Kawamura, 1939). According to Elsner et. al. (1987, 1938), 
the anticoagulants in algae are polysaccharides sulfuric esters. 
The writer wanted to see if the substance from “hunori” belongs 
also to the same group of compounds, and, if so, to find out the 
nature of the monosaccharides constituting it. 


EXPERIMENTAL. 


Watery extracts!’ of bleached “hunori’ (commercial), which 
had been thoroughly washed in advance under running water and 
chopped to small pieces, gave positive biuret reaction, and the 
residue after vacuum distillation showed red color by the Masa- 
mune-Nagazumi method for amino-sugar estimation. It was 
then endeavoured to separate the active substance in a compara- 
tively pure state. Not only did the potency (Table I) produce 
small yields but also failed to augment its operations at all 
(Chargaff, Bancroft and Stanley-Brown’s method). As 
chemical processes thus seemed to affect so keenly its, biological 
activity, an attempt for exhaustive purfication was abandoned and 


1) Extracted at room temperature. 
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analytical study was made on a barium salt (Table I, 7), which 
was free from biuret giving impurities and aminosugar. Analyti- 
eal procedures were those employed in the previous works of this 
series of investigation (hexuronic acid, by the Tanabe method; 
acid hydrolytie sulfur, by the gravimetric method under the condi- 
tion preferred by the writer; ordinary hexose, by the Masamune- 


TABLE I. 
bates Naat Inhibitory unit 
Processes per mgm 
1) Extraction with water (11 of water for 10 gm of 
“hunori’; duration of extraction, 1 day; temp., 
18°C) and distillation of the extract in vacuo under 14 
diminished pressure (<40°C). (Extracts in the 
following were all obtained, in a similar way, taking 
the material from one and the same batch.) 
2) <A watery extract was precipitated with 3 volumes 4 
13-18 
of acetone. 
3) A watery extract was half saturated with 
(NHaz)2SO; and the supernatant liquid after centri- <14 
fugation was dialysed and precipitated with 95% 
alcohol. 
4) <A watery extract was precipitated with glacial 13 
acetic acid, 
5)* A watery extract was precipitated with acetone 
after dialysis. Dissolution, removal of the insoluble Le Se 
part and precipitation were repeated. 


6)* The product in 5) was taken up in physiological 
saline solution and, the insoluble part having been 
separated off, the solution was precipitated with 
aueetone. 


14<>8 


7) A watery extract from 10 gm of “hunori’ was 
dissoived in 200 cc. of water and shaken for 1 day 
with an excess of BaCO; powder. pH of the solu- 
tion was still on the acid side. Centrifuged. The 
supernatant liquid was warmed to 80°C and agitat- 
ed with 2 gm of barium carbonate in order to make 10.5 
the solution neutral (1 hour was taken). The solu- 
tion was deposited with 5 volumes of alcohol. 
Redissolution and reprecipitation were repeated 
until the substance gave no biuret reaction (yield, 
about 500 mgm), 


S 
to 


1) Sodium chondroitinsulfate (prepared by the Jorpes method) was 


measured on the inhibitory effect for comparison and was found similar with 
these products in this repect. 


ee 
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Tanabe method). The substance was dried at room temperature 
in vacuo over P20;. It gave naphthoresorcinol reaction for uronic 
acid (Neuberg and Seneyoshi). Molisch test indicated the 
presence of an ordinary sugar. As are illustrated in Table II, 
the preparation was not yet free from nitrogen. Acid hydrolytic 
sulfur corresponded to 2.09 equivalents of hexuronic acid caleulated 
as glucuronic acid. 
. 
TABLE IT. 


Quantitative analysis of the barium salt. 


Analyses In per cent 


N 1.69 

Uronic acid, ealeulated. as glucuronie acid from fur- 18.55 
fural yield 

Acid hydrolytie S 6.89 

Galactose 17.66 


The fractional sugar analysis according to Masamune and 
Tanabe revealed that galactose is existent in the equivalent ratio 
to the hexuronic acid of 1.03 to 1.0, the detailed data of which 
were the following: 

The substance taken for analysis was 2.89mgm and 1 ce. of 
the solution for colorimetry corresponded to 0.868 mgm of the sub- 
stance. Colour depths developed by the three reactions accorded 
well with one another, when expressed as galactose, namely, 


By oreinol reaction, 0.0155% in the final solution 
By indol rf ‘ ).0150% > 
By diphenylamine- ,, I, 0.0155% FS 


The mean value of galactose amounts to 17.66% of the sub- 
stance. 
In short, it looks plausible to assume that the anticoagulant of 
“hunori” is constituted with 1 galactose, 1 hexuronie acid and 2 
sulfuric acid or, more likely, with a multiple of them. 
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CoNCLUSION. 


The anticoagulative substance present in “hunori” (gloiopeltis 
furcata) is a disulfuric ester of a polysaccharide made up of equal 
molecules of galactose and a hexuronie acid. 

The costs of this investigation were defrayed by the Toshogu 
Tercentenary Momorial Endowment and a grant from the Govern- 
ment Grant Committee for Scientific Researches of the Education 
Department for which the writer expresses cordial gratitude. 
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For the isolation of acid polysaccharides from glycoproteins, 
a great deal of contribution has been made in our institute by 
Hisamura (1938) and M. Suzuki (1988, ii). Efforts are now 
made to put forth similarly along neutral prosthetic groups. 

Ovomucoid was selected in the first attempt, which is described 
here in this communication, because it contains no other carbo- 
hydrates than an acetylglucosamine-manonse complex and so seems 
to be one of the most:appropriate substance for the present study. 
It is already reported that Levene and Mori as well as Masa- 
mune and Hoshino have separated the same carbohydrate in the 
past, and that those investigators followed the principle of 
Frankel and Jellinek. But the preparations they obtained were 
impure being contaminated with large quantities of nitrogenous 
substances. 

Amone recent investigators, Sevag and Neuberger devised 
apparently very distinguished methods for other proteins. The 
former worked on white of eggs and the latter on egg-albumin. 
The procedure of Sevag proved, however, impracticable in the case 
of ovomucoid. Repeated freezing and melting of ovomucoid with 
a chloroform-amylaleohol mixture could not even split off a frag- 
ment of the protein from this mucoid. The polysaccharide isolated 
by the author was perhaps the one derived from egg albumin or 
present in a free state. Neuberger proceded: 1) precipitation 
of a tryptie hydrolyte of egg-albumin with phosphotungstic acid, 
2) removal of the filtrate from amino-acids by means of ketene ; 


919 
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3) acetylating the water-soluble fraction with pyridine and acetic- 
anhydride and extraction with chloroform; and 4) deacetylating 
the chloroform-soluble portion (the polysaccharide) by dilute 
alkali. Inspite of the fact that the procedures are very logical 
and appears to be applicable in general, the products of 
Neuberger contained a large amount of nitrogenous non-sugar 
substances (4.85-5.17% N; 24.3% glucosamine). According to him, 
these N-compounds act as a link between the carbohydrate and the 
protein portion, though his opinion is still open to criticism. 

In my experiments, the pyridine-acetic-anhydride mixture 
which Neuberger employed could not acetylate the polysaccharide 
of ovomucoid to such an extent aS to separate the product easily 
from amino acids derivatives by the solubility difference. A more 
extensive acetylation of the former will produce water-insoluble 
substance and the cumbrous two stage process of atetylating first 
of amino acids and then of the carbohydrate, as in Neuberger’s, 
might be simplified to one single operation. With this concept, 
the writer tested various methods of acytylation, and finally found 
out that zine chloride was the mildest catalyst which serves the 
purpose. For subsequent deacetylation, the method of Zemplén 
was found preferable to that with alkali, not only for the reason 
that N-acetyl is stable to the reagent as is known but also since 
the rest of amino acids, that had remained adhering to the acetyl- 
polysaccharide, could be gotten rid of more readily. The substances 
isolated according to these principles were soluble in methanol, and 
nitrogen amounted scarcely more than the values corresponding to 
glucosamine. The equivalent proportion of glucosamine to mannose 
was 5 to 4. Hydrolysis of ovomucoid was conducted by heating 
Ba(OH)2 in some cases and by digestion with trypsin in the others, 
but the method of hydrolysis caused almost no differenee to both 
composition and rotatory power of the produets. 


EXPERIMENTAL. 
Analytical methods. 


Mannose : By the orcinol method of Tillmans and Philippi 
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simplified by Ozaki and the indole method of 
Dische. 

Glucosamine: By the Masamune-Nagazumi method. 

Acetyl: By Suzuki’s modification (1938,i) of the Fried- 
rich, Rapoport and Sternberg method. 


PREPARATION. 
A, Application of Sevag’s freezing methed. 


A pasty thick solution of ovomucoid (purified) (5 gm. in 5 ee. 
of water) was frozen by pouring 5 ce. of liquid air over and let it 
melt. After repeated freezing and melting, the solution was 
diluted to 150 ce. with water, and was stirred with 40 ce. of chloro- 
form-amylaleohol mixture (3:1) for15 hours. After centrifug- 
ation the supernatant liquid was set aside and the protein jelly 
thus obtained was again taken up in water for fractionating with 
the chloroform-amylaleoho] mixture. This manipulation was re- 
peated twice more, and the watery fractions altogether (in total 
450 ce.) were distilled in vacuo to a small quantity, which was 
precipitated by alcohol, washed with alcohol and ether and dried. 
This product was subjected once more to the same treatment 
with the organic mixture above, but the end product (2.2 gm.) 
showed no difference from the orginal mucoid with respect to 
nitrogen and carbohydrate contents (oreinol and indol methods), 
and gave protein reactions. 


' 
B. Hydrolysis experiments. 

1. Hydrolysis by means of Ba(OH)>. 

3 em. of ovomueoid were dissolved in 30 cc. of water and heated 
with 33¢m of Ba(OH)» on an asbestos for various duration 
such as 5, 10, 15 and 25hrs. under reflux. The hydrolyte, when 
cold, was filtered and barium was removed by the addition of an 
equivalent quantity of 2n. sulfuric acid. To the filtrate was added 
25% mercuric acetate solution (ca. 10 ce.) until all the precipitable 
substance came out, and the deposit was separated off, after 
standing over night. Lig in solution was carried down as Hg, 
and after acetic acid had been extracted with ether, the filtrate was 
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condensed by vacuum distillation to a syrupy consistency. The 
residue was finally washed with 20 ce. of absolute methanol, 95% 
alcohol and ether and dried over P2O; in vacuo. The yield was 
700-750 mgm. The content of mannose (orcinol reaction) amount- 
ed to 20-25%. ; 


2. Papayotic digestion. 

25 ee. of water containing 25 mem. of papayotin (E. Merck) 
and 30mgm. of KCN were mixed with 1.0 ¢c¢. of 0.2”. disodium 
citrate solution and kept for 2 hours at 37°C, followed by the 
addition of 5g¢m. of ovomucoid in 30 ce. of water. The mixture 
was adjusted to pH 5.6 with acetic acid (30%) and kept in an 
ineubater at 387°C, for 4 weeks, with new portions of the active- 
enzyme-solution being added every seven days and pH _ being 
regulated throughout to 5.6. At the end of this duration, one 
half of the digest was submitted to dialysis (24 hours) and preci- 
pitated with aleohol, and the other half was treated with phos- 
photungstic acid and sulfurie aied and the filtrate was removed 
from these reagents as in 3) and condensed under reduced pres- 
sure to a small volume, to which was added absolute alcohol. 
Enrichment of mannose was observed in neither of the products. 


> 


3. Tryptic digestion. 

To 15 gm. of ovomucoid were added 150 ce. of water in which 
150mem. of trypsin (Kahlbaum) were dissolved and pH was brought 
to 8.0. The solution was then placed in an incubator (87°C) with | 
a little chloroform. When the increase of amino-N ceased_after 
4 weeks, a part of the solution was treated with mercuric acetate 
and so on as in 1), and another part was fractionated by means 
of phosphotungstic acid. The product by the former process 
(Sp. a) was 1.14gm. from 2e¢m. of the mucoid, and mannose 
amounted to 15%. The operations of the second portion were as 
follow. To 20ce. of the digest (corresponding to 2em. of the 
mucoid) were added 10 ee. of 8n. HeSOx4-solution and a sufficient 
quantity of 20% phosphotungstie acid solution (40/ce.) to get 
all the precipitable amino acids, and the filtrate was freed from 
the precipitating agents by the aid of at first BaCO3 and Ba(OH)> 
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and afterwards amylalcohol-ether (1:1) mixture. It was finally 
distilled in vacuo and the syrupy residue was taken up in a small 
volume of 4% sulfuric acid solution and precipitated with 95% 
aleohol (Sp. b). Yield, 490 mem. Mannose, 15%. Judging from 
the yields and mannose contents of Specimen a and b, phospho- 
tungstic acid is not at all regarded superior to mercuric acetate 
in the ability of removing amino acids. On subjecting’ again to 
tryptic digestion and fractionation with mercuric acetate, a pro- 
duet, which contained 20% mannose, was obtained from Sp. a, 
although the quantity was reduced to 350 mem. 
Experiments 1)—3) indicate that Ba(OH). and tryptic hydro- 
lyses are available for the present purpose. 
C. Acetylation and deacetylation. 


e 

1. Acetylation with pyridine-acetic anhydride and following 

deacetylation. ° 
a) Acetylation. 

A fraction of ovomucoid obtained by the process in Bb, 1) 
was acetylated by means of pyridine-acetie anhydride mixture: 
300 mgm. of it were suspended in 10cc. of pyridine, 10 ce. of 
acetic anhydride were pipetted in to it and shaken at 70°C, 
avoiding moisture with a CaCl. tubelet. Nearly all of the sub- 
stance went into solution in 1 hour. The mixture was centrifuged, 
and the supernatant liquid precipitated by means of ether (4 
volumes were necessary). The deposit was washed with ether and 
dried. It was fractionated by extraction with 30 ec. of acetic ester 
and re-precipitated with ether (5 volumes). <A yield of about 
150 mem. was obtained. 

b) Deacetylation by the Zemplen method. 

The acetylated product above was dissolved in 1 ce. of ehloro- 
form, then chilled in a freezing mixture to below —10°C, and 
2 ee, of 1.8% sodium aleoholate solution (0.6 gm. Na in 100 ce. abs. 
alcohol) similarly cooled were added. The mixture was kept 
farther on at the same temperature, until it changed into a Jelly 
(30 minutes or less). It was dissolved in lee. of water and 
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precipitated with 20ce. of absolute alcohol. The deposit was 
washed with alcohol and ether and dried. As the product was 
soluble in absolute methanol, it was further purified by taking 
up in 5ee. of this solvent by slight warming and by precipitat- 
ing, after removal of the insoluble part, with chloroform. The 
yield amounted in most cases to about 2/5 of the starting material. 
The accompanying table shows the relationship of hydrolysis time 
with sugar contents. 


TABLE I, 
Duration of N Mannose Glucosamine” 
Prep. no. hydrolysis with % % % 

Ba(OH)> (h.) 2 
ii 3) 49 29.1 | 36.5 
2 10 4.2 30.3 37.8 
3 15 4.2 34.8 43.5 
4 20 4.5 31.3 | 39.0 

° 


» By the Masamune-Nagazumi method. 


It appears that 15 hours are most suitable for the alkaline 
cleavage of the protein part but even under this condition the 
preparation (Prep. no. 3) contained nitrogen exceeding the value 
calculated from glucosamine. 


¢) Deacetylation by means of sodium hydroxide. 

100 mem. of an acetyl product (hydrolysis of the mucoid was 
made by heating with Ba(OH)». for 15 h.) in 10 ee. of water were 
cooled to below —10°C and 0.8 ¢e. of In. NaOH solution was 
‘poured in small portions under constant agitation. At the end of 
2 hours, the solution was neutralized with 0.1m. HCl at the low 
temperature and condensed under reduced pressure. The re- 
mainder was collected by the aid of 10 ce. of absolute aleohol and 
washed with ether. The dry substance obtained was very hydro- 
scopic. The yield was 50mgm. The nitrogen content was 5.2% 
and the mannose, 33.7%. The mannose content did not reach 
beyond the corresponding content of Prep. no. 3 in Table I and 
more of nitrogen was present. This fact and the reason already 
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mentioned led me to take advantage of the Zemplén method in 
farther experiments. 
d) Acetylation and deacetylation of a tryptic digest. 

A tryptie digest (mannose content, 20% ) was acetylated and 
deacetylated as in a) and b). The amount decreased to 1/3 by 
the first operation and to 4/30 by the second. The analysis of 
the end product gave figures which were also far from being satis- 
factory. N, 4.2%; mannose, 26.3%) and glucosamine, 33.0%. 

The appropriate conditions for hydrolysis of ovomucoid and 
deacetylation of acetyl-derivatives could be found from what has 
been discussed. Consequently, a search for the process of thorough 
acetylation is expected to afford a clue for diminishing the nitro- 
genous contamination. The following attempts were made for this 
purpose. 

2. Acetylation in the existence of sulfuryl chloride as a 

catalyst. 


lem. of a Ba(OH)s hydrolyte (duration of hydrolysis, 15 h.; 
mannose content, 25% ) was stirred with 11.5 ec. of acetic anhydride 
over night, and 10ec. of Cl, (1%) and a 2ece. portion of SOs 
(11.5%) containing acetic anhydride were added twice, followed 
by a stirring for 2 hours after each addition, but the substance did 
not go into Solution at all. Therefore the mixture was centrifuged, 
and the centrifugate was next heated on a boiling water bath with 
10 ec. of glacial acetic acid, the equal volume of the Cly and 1 ee. 
of the SOs containing acetic anhydride like mentioned above. As 
the liquid became reddish brown, it was poured out after centri- 
fugation and precipitated with ether. As this deposit amounted 
very small in quantity, it was added to the previous centrifugate 
and treated again in like manners, but most of the new deposit 
(trace) was seen to be soluble in water. Sulfuryl chloride was 


thus seen ineffective. 


3. Acetylation by employing stannous chloride as a catalyst. 


A quantity of a similar starting material was boiled for 5 
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minutes with stannous chloride and acetic anhydride, but this 
chloride was also useless. It Jooked morever too drastic. 


4. Acetylation with zine chloride as a catalyst. 


Examinations of the experimental conditions led me to adopt 
the processes below. 

0.5 ¢m. of anhydrous zine chloride was dissolved in 5.0 ce. of 
acetic anhydride by slight heating, followed immediately by the 
addition of 0.5 gm. of an ovomucoid fraction (Ba(OH)»2-hydrolysis) 
and the mixture was kept boiling as gently as possible for 5 minutes. 
The brown solution thus obtained was cooled down quickly and 
poured into 5 volumes of water. The deposit was collected, ex- 
tracted with acetic ester (20 ce.) and precipitated again with 5 
volumes of ether. The dried precipitate was again dissolved in 
10 ee. of chloroform, washed with water and subsequently thrown 
down with 5 volumes of petroleum ether. The amount of the 
brown powder, which was obtained after treatment with ether and 
drying, was 1/3 of the material started with. It was soluble in 
95% alcohol, methanol, chloroform and acetone. Another product 
likely prepared was put together and the mixture (400 mgm.) was 
submitted to deacetylation by the Zemplén method. The, yield of 
the crude polysaccharide, still brown in color, was 120 mgm. 

Purification: The substance was dissolved in 20 ce. of water, 
and pH was brought to 5.0 with half a drop of glacial acetie acid. 
H.S-gas was passed through the solution, after addition of 1.5 ee. 
of 1m. lead acetate solution. Lead sulfide was separated on a filter 
and the colourless filtrate was extracted with ether and condensed 
to a syrupy consistency. The residue was washed with absolute 
alcohol and ether and then placed in a dessicator. When dry, the 
powder (perfectly white) was again dissolved at a room tempera- 
ture in 5 ec. of absolute methanol, the insoluble part centrifuged 
off and the polysaccharide was collected from the solution with an 
equal volume of chloroform, followed by treatment with ether and 
drying. It weighed 70 mgm. Mannose, 40.0% ; glucosamine, 50.1% 
and N, 42%. The equivalent proportion of glucosamine to 
N (1:1.07) indicates that zine chloride is a recommendable agent. 


TY ya] 
f 
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The whole processes chosen will be summed up as follows: 

Ba(OH)>.- or tryptic hydrolysis—treatment with mereurie acetate— 

acetylation by means of acetic anhydride-zine chloride 
tion by the Zemplén method. 


deacetyla- 


The preparation made afresh by these processes (hydrolysis 
with Ba(OH):2) from 13 em. of ovomucoid gave 160 mgm of the 
polysaccharide after purification. This product was soluble in 
methanol and insoluble in ethanol and chloroform. Blix’s test was 
positive but, without antecedent heating of the alkaline solution, 
almost no chloration took place. 

Optical rotation in water: 


—0.064 x 3.50759 _ 


Best AY 
0.03139 x 1.0038 x 1 


[a]b= 


Its analvsed results are embodied in Table IT. 


TABLE II. 
5 | In equivalents per 
oe ay Ce | ; 
Analysis | In per cent | equivalent weight 
He acs | 
N | 4.2 1.36 
| at 
Glucosamine 49.9 | 1.25 
| | 
Mannose \ 39.9 | 1.C0 
Acetyl ABE 1.38 
Reducing power on ferricyanide | 9.0 | 
per se as glucose a 


Ash 3.8 


D. Application of the acetic anhydride-zincchloride 
method and Zemplén procedure to 
tryptic digests. 


Using 10 gm. of ovomucoid, tryptic digestion and fractionation 
by means of mercuric acetate were made as already cited. After 
repeating the whole operations once, 1.75 gm. were yielded, con- 
taining 20% mannose. The produet was dissolved in 1 ce. of water 
and with 15 ce. of glacial acetic acid let it stand for 4 days with 
occasional shaking. Then the supernatant liquid was precipitated 
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with 5 volumes of 95% ‘alcohol, after centrifuging off a small 
insoluble part. The deposit was washed with alcohol and ether and 
dried. On carrying out this acetic-treatment again, the amount 
was reduced to 0.8 gm., but mannose was raised to 26%. 0.5 gm. of 
it was acetylated and deacetylated as deseribed in C, 4) and 47 
mgm. of the purified polysaccharide were obtamed. Mannose, 
39.9%. Another 0.5 gm. portion from a similar ovomucoid frac- 
tion gave, in like manners, 40 mgm. of the polysaccharide and as 
much as 39.9% mannose was contained in it. As this mannose 
value was in perfect accord with the corresponding value of the 
preceding product, both of the preparations were put together for 
analysis and tests for physical property. 

Optical rotatory power as well as quantitative-analytical 
figures resembled those of the second preparation in C 4), from 
which the present mixture did not diverge also with regard to the 
result of Blix’s test. 

[a]> in water was —8°.57(= = SAT Ole? ) 
: 0.0274 x 1.0022 x 1 


Quantitative analysis: 


TaBLE III. 


« 
Analysis | In per cent Seas 
N 4.05 1:32 
Glucosamine 49.9 1.26 
Mannose 40.0 1.00 
Acetyl 13.49 1.41 
Reducing power on ferricyanide 117 
per se as glucose 
Ash 0.98 


SUMMARY AND COMMENTS. 


1. In order to isolate the prosthetic group of ovomucoid, a 
method has been devised, consisting in (1) hydrolysis of the mucoid 
either by heating with Ba(OH). or tryptic digestion; (2) frae- 
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tionation of the hydrolyte by means of mercuric acetate and glacial 
acetic acid, (3) acetylation, by the aid of ZnCls as a catalyst and 
(4) deacetylation by the Zemplén method. 

2. The products contained nitrogen which nearly coincides 
with that calculated from glucosamine. 

3. Both in chemical and physical respects, the product ob- 
tained by the alkaline hydrolysis and the one with tryptic digestion 
agreed well. 

4. The equivalent ratio of mannose to glucosamine was 4 to 
5. Onoe and other authors have stated that it is 1 to 1, whilé 
Hamasato and Akakura (still unpublished) from our institute 
corroborated most recently my finding by the help of their improve- 
ment on the Masamune and Nagazumi method for aminosugar 
determination. 

5. The reducing power per se of the products corresponded 
to about 10% of glucose. It suggests ‘that the prosthetic group 
is made of 5 glucosamine and 4 mannose arranged alternatively 
and the aminosugar rest, present at one end of the polysaccharide 
molecule, takes part in linking protein to form ovomucoid by its 
free acetal OH. 

6. The processes here described gave but small yields (ap- 
proximately 1/10 and 1/30 respectively of the calculated, when 
hydrolysis is made with Ba(OH). or trypsin), although purity of 
the final products was within reasonable acceptance. 

I was enabled to carry out this investigation by grants from 
the Foundation for Promotion of Scientific and Industrial Research 
of Japan and the Government Grant Conmittee for Scientific 
Researches of the Education Department, which is gratefully 


acknowledged. 
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As is well known, /-naphthoquinone-sulfonic acid (-N.Q.S.) 
was first introduced by Folin (1922) as a valuable reagent for 
colorimetric determination of aminoacid. 

Florkin reported this micro-determination, which with slight 
modification was proved by Hori (1940) in this laboratory to be 
quite as satisfactory as the quantitative micro-determination of 
aminoacid. But the chemical reaction between these reactants is 
still unknown. Folin suggested that quinone group may enter into 
reaction with amino group, but gave no experimental evidence to 
prove his assumption. To elucidate this chemical reaction, I first 
studied the reactionproduct of $-N.Q.S. with glycine, but failed 
to obtain it in crystalline state. Later using elycineethylester in- 
stead of glycine the crystalline product was successfully obtained. 

This substance was found by Lassaigne’s method (1843) to 
contain no sulfonie radical, but the elementary analysis and the 
determination of its molecular weight showed C14Hi204N as its 
molecular formula. The hydrolysis of this erystal with concentrated 
HCl under slight heating led to the production of brownish black 
precipitate. This precipitate was brought to a crystalline form 
after treated with barium carbornate and HCl, which was identified 
to be 2-oxynaphthoquinone. 

From these facts: it can be concluded that the reaction be- 
tween sodium /-naphthoquinone-sulfonate (f-N.Q.S.Na) and gly- 
cineethylester runs according to the following equation :— 
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a POO) Gees CH COO.CIER | () [; OH 4. kNaasO, 
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SO,Na N-—CH,-COOC,H, 


This conclusion can be also substantiated by the similar chemi4 
cal reaction between /-N.Q.S. and aniline which was observed by 
Boninger (1894). 

It seems logical to state, therefore, that the free carboxyl group 
in the aminoacid molecule hinders the crystallisation of the reaction- 
product and increases its solubility in water. But that the reaction 
of 6-N.Q.S. with aminoacid occurs in the same manner can be well 
acknowledged from the following fact. Namely, when the crystal 
of 6-N.Q.S. with glycineester is treated with dilute alkali it goes 
into solution, gives off easily ethylaleohol and on acidifying, it 
produces no more crystal but amorphous precipitate, which is quite 
similar with that of 6-N.Q.S. and glycine. The reaction with 
aminoacid in general, therefore, can be represented as follows. 


I i 
R 

Bon EN Ne 
|ebelt + C-H-COOH = Ke | | + NaHSO, (I) 
ECA oe LSB 

NH, I | 

SO,Na N-—CH-COOH 
EXPERIMENTALS. 


1. The preparation of 6-N.Q.S.Na, glycine and ylycineester. 
B-N.Q.S. Na was prepared after Folin (1922) from /-naphthol, 
glycine by the method of Orten and Hill (1931) and glycineester 
by that of Hautzsch and Silberrad (1900). 

2. The attempt to get crystalline compound of £-N.Q.S. with 
glycine. An aliquot portion of 6-N.Q.S.-Na solution was added to 
the solution containing nearly equivalent amount of glycine. Upon 
standing aside for few hours in the dark a red colour appeared 


and on acidifying with HCl an amorphous precipitate was obtained. 


It was soluble in amylalcohol, isobutylaleohol and acetic ether. Its 


Reaction of 6-naphthoquinone-sulfonie acid with aminoacid. 233 


recovery in crystalline form has, however, failed. 

3. A crystalline compound of f-N.Q.S. with glycineester. 

Each 3.475 ¢ of glycineethyiesterhydrochloride and 5.95 ¢ 
f-N.Q.S.Na were dissolved in 250 cc. of water and mixed. To this 
solution was added just enough amount of NaOH which neutralises 
the acidity on vigorous stirring. In doing so the excess of NaOH 
should be avoided. Then red needle shaped crystallines precipitate 
in the solution. The yield was measured as 3g. The recrystallised 
sample from ethylaleohol showed the melting point 198°C. The 
compound is almost insoluble at room temperature in organic 
solvents such as alcohol, ether, chloroform, benzene, carbon disul- 
phide, pyridine, acetic ether, amylaleohol and isobutylaleohol. It 
however is soluble both in alkali and in acid. But in the former 
it is decomposed, and its recovery in crystalline form is un- 
successful. 

4. No detection of sulphur in the crystal by Lassaigne’s test. 

0.3 g of this crystalline compound is placed in a hard test-tube, 
and to it add a small pieces of metalic sodium and carefully heat 
it on free Bunsen flame. When the ignition becomes complete it 
is thrown into 20 ee. of water without delay. The resulted solution 
is then filtered. The filtrate gives no brilliant purple colour with 
the addition of a few drops of freshly prepared sodium nitro- 
prusside solution and produces no blackening with pb-acetate solu- 
tion, whereas these tests were positive with 6-N.Q.S.Na. 

5. Hlementary analysis of the crystal. 


sample ; Found (%) _Caleulated (%) 
C:— (mg) CO, (mg) C(%) 
1) 4.270 10.095 64.48 Be er 
e22)) 3.855 9.120 64.52 
H:— H.0 H (%) 
1) 4.270 1.955 5.12 4.97 4.65 
2) 3.855 1.660 4,83 
N: N/100 NaOH Cee.) 
aR (Kjeldal) N (mg) 
Peto oe 4.48 0.571 5.71 5.26 
2) 10.00 4.44 


From this analytical data, the empirical formula of the com- 
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pound becomes C,4H;204N; and corresponds to the calculated 
formula based on the assigned molecular formula represented in 
the equation I. 

7. Molecular weight determination. 

An attempt to determine molecular weight by the Rast’s 
campher method has failed owing to strong coloration. Although 
insoluble in most organic solvents, it was found soluble in phenol. 
0.1 ¢ of the crystal was dissolved in 5.3 g of phenol. The freezing 
point depression of this solution showed 0.63°, which corresponds 
to the molecular weight 218. This value is Slightly smaller than 
the calculated (258), but suffices to evaluate roughly the molecular 
weight. | 

8. The hydrolysis product with concentrated HCl. 

The crystal was dissolved in concentrated HCl followed by 
gentle boiling, upon which a black-brown precipitate was obtained. 
This was collected on filter paper, washed with water, transfered 
again into test-tube and boiled with barium carbonate. The 
solution was filtered. The filtrate had a orange yellow colour. 
On acidifying, brilliant yellow crystals in a needle shape were 
obtained. This crystals are soluble in alkali and recrystallise with 
acid. Its melting point was 190°C and was proved to be the same 
substance as oxynaphthoquinone, which was prepared after Liebe r- 
mann and Jacobson (1882). 


SUMMARY. 


1. The reaction product of /-naphthoquinone-sulfonie acid 
with glycineethylester was obtained in crystalline form. 

2. The reaction of 6-naphthoquinone-sulfonic acid with amino- 
acid in general can be represented as follows: 


i I 
R 
Yee | 
Eig Glens CH-COOH = ia \-oH + NaHSso, 
STO db Pun Ae i i 
SOsNa ; N—CH-COOH 


Sincere thanks are offered to Prof. Dr. K. Kodama for kind 


/ 
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suggestions and critisms throughout this work. 
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According to Traube (1911) aminoacid can be deaminised 
when heated with alloxantin, isatin, and quinone but not with naph- 
thoquinone and anthraquinone. Abderhalden and Baertisch 
(1938) also observed that omega substance (an oxidised adrenalin, 
retaining the quinoid structure) has the similar property. In the 
course of the study on the chemical reaction of 6-naphthoquinone- 
sulfonic acid (6-N.Q.S.) with aminoacid, it was found by the author 
that aminoacid was decomposed, though to a less extent, into 
ammonia and corresponding aldehyde. For instance, when we mix 
the solution of 6-N.Q.S.-Na with alanine the red colouration occurs 
and at the same time one can notice an odor peculiar to aldehyde. 
And really in the distillate from this solution, the presence of 
acetaldehyde can be noted by the fuchsin-sulfurous acid reaction 
as well.as by the nitroprusside or nitroprusside-piperidine reaction. 
The quantitative determination showed that from lec. of M/10 
alanine solution 1.32 mg acetaldehyde evolved, corresponding nearly 
to one-third of the possible maximum amount. | 

The presence of ammonia in the distillate was also proved 
qualitatively by the Nessler’s reagent and quantitatively by the 
Parnas’s method. 

From these observations it can be concluded that aminoacid 
is decomposed into ammonia and aldehyde by means of £-N.Q.S. 
In this regard it is worthy of mention that Strecker (1862) 
postulated the following chemical equation for the reaction of 
leucine with alloxan, which is assumed to act as mild oxidizing 


agent. 
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Leucin + 0= Valeraldehyde + CO2+NHs. 

Perhaps, the similar chemical reaction occurs in my case. He 
further observed that with glycine no volatile aldehyde was liberat- 
ed and from this assumed that in this case a further oxidation to 
formie acid oceured. This was also observed in the case with 
f-N.Q.S. and glycine. 

It should be noticed with stress that this decomposing action 
of 6-N.Q.S. does not hamper its use as a reagent for the quantita- 
tive determination of aminoacid after Folin-Florkin-Hori 
(1940), because at room temperature its decomposition is almost 
negligible, 


EXPERIMENTALS. 


1. Quantitative determination of acetaldehyde in the 
distillate of the reactionmixture of 
B-N.Q.S. with alanine. 


The determination was carried out by the method of Neuberg 
and Gottschalk (1924). To 1.0 ce. portion of M/10 B-N.Q.S.-Na 
solution was added 1.0 cc. of 4/10 alanine solution. After stand- 
ing aside for 1 hour, 1.0 cc. N/10 HeSO, and a small portion of 
water were added. The whole solution was subjected to distilation 
and the distilate was received in the vessel containg 2 ce. portion 
of 4% hydroxylamine sulfate. This was titrated with 0.01-N 
NaOH using methylorange as indicator. The amount of aldehyde 
was calculated by multiplying 0.44 meg to number of ec. of 0.01-N 
NaOH used in titration. The similar experiment was repeated 
with glycine, leucine and glutamic acid. The results are indicated 
in Table I. 


TABLE I. 
Amino acid 0.01 N NaOH ce. Aldehyde % 
Glycine 0.00 0 
Alanine 3.00 30 
Leucine 3.40 34 


Glutamie acid 0.00 0 
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It will be seen from the table that no volatile aldehyde liberated 
in the cases of glycine and glutamic acid. 


2. Determination of ammonia. 


1.0 ec. portion of M/10 aminoacid solution was mixed with 
each 1.0 cc. portion of M/10 6-N.Q.S.-Na and M/10 borate buffer. 
(pH 9.2) After standing aside for 30 minutes, ammonia was 
distilled into 2.0 ce. of N/100 HCl by the method of Parnas (1924, 
1926) and determined after nesslerisation by Pulfrich’s stufen- 
photometer using 8 43 filter. The results are given in Table II. 


\ TABLE II. 
Amino acid NHs in mg % 
Glycine 0.0186 diaal 
Alanine 0.0118 0.7 
Leucine 0.0127 0.7 
Glutamic acid | 0.0084 0.5 : 
SUMMARY. 


The aminoacid is slightly decomposed into ammonia and 
corresponding aldehyde by means of f-N.Q.S. 

The author wishes to express many thanks to Prof. K. Ko- 
dama for his kind critisms and suggestions. 
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It is a well known fact that the antigenic specificity of protein 
can be modified to a great extent by introducing a certain 
chemical group into the molecule. For this action a number of 
interesting work has been done by many investigators. For in- 
stance, Landsteiner and Lampel (1917) introduced many 
radicals (R) by means of diazotizing in the form of protein- 
N=N—R. Hopkins and Wormal]1(1933, 1984) prepared phenyl- 
isocyanate-protein and Lettre and Haas(1940) oxazolon-protein. 
All of these compounds were proved to possess quite different im- 
munological specificity from the original protein. 

The author found that sodium /-naphthoquinone-sulfonate 
(B-N.Q.S.Na) can easily combine with protein molecule and this 
compound behaves immunologically quite in the same manner as 
those above mentioned. In this report the details of the experi- 
ment are given. 


EXPERIMENTALS. 
1. Preparation of $-N.Q.S.-protein. 

The proteins to be coupled were the serum proteins of bull, 
pig and rabbit. ‘To 100 ce. portion of the serum added were 1.0 gm. 
B-N.Q.S.-Na, dissolved in an aliquote portion of water, and after- 

“wards 5eec. portion of N/10 NaOH drop by drop. The whole 
solution was put aside for 30 minutes, and then acidified by dilute 
HCl, upon which a voluminous precipitate came out. The preci- 
pitate was collected on filter paper and washed with 3% NaCl 
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solution and water repeatedly until the washed water gave only 
slight turbidity with trichlor-acetic acid. The residue was suspend- 
ed in 100 cc. portion of physiological saline solution, adding drep 
by drop a sufficient amount of 1% NaOH to make it completely 
dissolve in the solution. 0.5 gm. phenol was added to prevent put- 
refaction and finally it is made up to 200 ce. with physiological 
saline solution. It was red in color, nearly neutral and kept in 
ice-chest for immediate use. For the sake of simplicity such 
protein solutions obtained from bull, pig and rabbit serum were 
designated as B.S.Q., P.S.Q. and R.S.Q. respectively. 


2. Immunization of rabbit. 

Rabbits were immunized with B.8.Q. by giving 3 series of 
intravenous injections. Hach series consisted of 3 daily injections 
of 1.0 ce. B.S.Q., followed by a rest period of 3 days. 7 days after 
the last injection, the blood was collected by puncturing the heart. 

3. Precipitin-test. 

To 0.2 ee. portion of the anti-B.S.Q. serum diluted twice with 
physiological saline solution was superimposed the antigen solution 
of.various dilution. After the lapse of 30 minutes the precipitin- 
reaction was noted. The results are given in Table I. 


TABLE I. 


Precipitinreaction of anti-B.S.Q. serum. 


Dilution 10 20 | 50 | 100 | 200 | 500 | 1000 | 2000) 5000) 10000 
B.S.Q. Cer earl ae aaa aoe eae sil) imei e ee |) Se 
B.S.Q. Gear enamenr sale AP aise Ile Sta a [uecte =F ah pio ia = 


Normal R.S.| — _ _ = | = = = at es a 


It will be seen from this result that anti-B.S.Q. serum gives 
rise to the precipitin reaction not only with B.S.Q. but also with 
R.S.Q., though to somewhat less extent than the former. Since 
normal R.S. showed no reaction with anti-B.S.Q., the specific re- 
activity of R.S.Q. should be ascribed to 6-naphthoquinonesulfonate 
group in the molecule. It is apparent from this observation that 
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this group confers a new specificity to any kinds of protein in com- 
bination ; in other words it acts as a hapten group in antigen mole- 
cule. 

To produce a further evidence for this hapten theory the 
author investigated how a substance of known chemical constitu- 
tion such as the compound of f-N.Q.S. and glycine (G.Q.) does 
exert the effect on the precipitin reaction mentioned above. G.Q. 
was prepared as described in the foregoing communication. 1% 
G.Q. solution was diluted 10-10000 times with the saline solution 
and added to anti-B.S.Q. serum. But no precipitate occured. 
Next, to 0.1 ce. anti-B.S.Q. serum was added 0.1 ec. G.Q. solution 
and the mixture was kept at 37°C, for 24 hours. Then the 10 times 
diluted R.S.Q. was superimposed and the precipitin-reaction was 
read. The results are shown in Table II. 


TABLE II. 


Effect of G.Q. on the precipitin reaction of anti-B.S.Q. serum. 


ate 1 | 10 | 20 | 50 | 100 | 200 | 500 | 1000 | 2000 | 5000 | 10000 


PTOCMDUCU Feeble Sede Lk | ee Sere 
reaction 


It is clear from Table II that G. Q. has the property to hinder 
the precipitin reaction at moderate concentrations. 

It will be concluded, therefore, that S-naphthoquinone-sulfonic- 
acid acts as a specific hapten group in the molecule of antigenic 
compound with protein. 


3. Anaphylaxis-test. 


A number of guinea pigs were injected intraperitoneally with 
lec. B.S.Q. daily for 2 successive days. 21 days after the last 
injection the animals were injected intravenously with 0.5 ec. B.S.Q. 
or other solutions as given in Table III and the onset of anaphyl- 
actic phenomena was carefully observed. The results are sum- 
marised in Table III. 

The animals 2) 5) treated with B.S.Q. were brought to death 
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TasiE III. 
Anaphylaxis. 
State of guinea pig Antigen reinjected Anaphylaxis 
1) normal iar _ 
2) sensitized with B.S.Q. B.S.Q. + 
3) . B.S. ats 
4) ” 12hsh, = 
5) Re P.S.Q. ae 
6) sensitized with B.S.Q., P.S.Q. = 
afterward, desensitized 
with 6-naphthoquinione 
sulfonic acid. 


under anaphylactic convulsion with the reinjection of B.S.Q. as 
well as of P.S.Q. In 38) the animal was reinjected with bull serum. 
In this case anaphylaxis was positive due to the specific antigenity 
of the serum protein. But in the case of 5) the positive reaction 
should be ascribed to the 6-naphthoquinone-sulfonic acid group, 
because the protein group is inactive as shown in 4). 

The 6) experiment is of quite interesting. The immunized 
animal with B.S.Q. was reinjected with 0.5¢¢. portion of 1% 
B-N.Q.S.Na. The animal was attacked by a violent anaphylactic 
shock but fortunately survived. 4 hours after the last injection 
the animal was treated again with P.S.Q., but no symptom of 
anaphylaxis was observed. 


4. Schultz-Dale’s phenomenon. 


A number of guinea pigs weighing 250 gms. were treated with 
B.S8.Q. as mentioned in the foregoing experiment. 21 days after 
the last injection the uterus was removed and subjected to the 
anaphylactic test. The graphs obtained are as follows. 
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The tests clearly indicate that 6-naphthoquinone-sulfonic acid 
gives the antigenic specificity to protein molecule in combination. 


SUMMARY. 


When f-naphthoquinonesulfonie acid combines with protein, 
it confers the antigenic specificity to the compound, acting as 
hapten group and eliminates the species specificity of protein. 

This was proved by precipitin reaction, anaphylactic shock 
and Schutz-Dale’s test. 

Many thanks are due to Prof. K. Kodama for his kind 
critisms and suggestions. 
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As to the pharmacological actions of ($-naphthoquinone- 
sulfonie acid (6-N.Q.S.) nothing particular has been reported, ex- 
cept that Ehrlich'and Herter (1904) stated that its intravenous 
injection causes a slight toxic effect. In the course of the study 
on anaphylaxis due to p-N.Q.S.-proteins as reported in the fore- 
going communication, the author found a very interesting fact 
that 6-N.Q.S. exerts a profound stimulating action on the excised 
uterus of guinea pig in very extrem dilution. 

The experiment was carried out as follows. ’ 

An excised uterus was suspended in 20 ce. Tyrode’s solution 
kept at 37°C, and its movement was recorded in the usual manner. 
In most cases, it showed no apparent movement. When one drop 
of 1% f$-N.Q.S.Na solution was added, remarkable contractions 
occured followed by a rhythmic autonomic movement for a certain 
leneth of time, as demonstrated in curve I. 


Curve I. 


Peak oh oeet 


t 
r aes Na 


Since the volume of one drop is nearly 0.03 ec., the end- 
concentration of B-N.Q.S. is 15y pro ce. 

This autonomic contraction was not observed on the muscle- 
nerve preparate of frog gastrocnemius by applying either /-N.Q.S. 
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on the nerve fibre directly or on the muscle. From this is seems 
probable that striated muscle will not be affected by f-N.Q.S. Its 
effect on a excised intestine was studied, but it was not so apparent 
as in the case of uterus. 

Further, it was studied whether this effect of B-N.Q.S. owes to 
the sulfonic radical or to the quinone radical in the molecule. If 
the replacement of the sulfonic group by free aminogroup of any 
cellular constituents underlies in this effect, then it is expected 
that /-naphthoquinone-sulfonicacid-glycine (G.Q.) may retain no 
activity. But as shown in curve II, it was as active as the free 
molecule. It seems, therefore, probable’ that the quinoid group 
may be responsible for stimulating the uterine contraction. 


Curve II. e 


t t. 
B.S.Q. G.Q 
The observation that this failed to occur in the compound of 
B-N.Q.S, with bullserumprotein (B.S.Q.) (Curve II)* may be ex- 
plained by assuming that the molecular size is too large to penetrate 
into cells. 


SUMMARY. 


1. /-naphthoquinone-sulfonie acid provokes the contraction 
followed by rhythmic movement in the excised resting uterus of 
guinea pig. 

~2. Such action was also observable with its compound with 
glycine, but not with protein. 

Many thanks are due to Prof. K. Kodama for his kind 
critisms and suggestions. 
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UBER DIE PYROPHOSPHATASE IV. 
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zu Chiba. Direktor: Prof. Dr. S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 25, Januar 1941) 


Im allgemeinen ist es ja schon bekannt, dass es bei der Pyro- 
phosphatase drei Typen gibt, welche sich im PnH-Optimum von- 
einander unterscheiden. Der erste Typus besitzt das Pu-Optimum 
bei Pu 4 und wurde von Kurata (1931) aus der Schweineleber 
isohert. Der zweite Typus ist in der Reiskleie enthalten; sein Pu- 
Optimum war nach Takahashi (1932) bei Pu 5-6. Der dritte 
Typus wirkt in alkalischer Reaktion und wurde von Takahashi 
(1932) aus der Kaninchenniere gewonnen. Munemura(1933) hat 
den Hinfluss der Elektrolyte auf diese drei Typen von Pyrophos- 
phatasen untersucht und stellte fest, dass sowohl Pyrophosphatase 
I als auch Pyrophosphatase II von MgCls nicht beeinflusst wird, 
wahrend Pyrophosphatase III bei Pu 9 leichtgradig von MgCls 
gehemmt wird. Die Fermentlosung, welche Munemura in Ge- 
brauch nahm, war gegen Wasser dialysiertes Schweinenieren- 
autolysat. 

Lohmann (1931) gewann aus dem Muskel alkalische Pyro- 
phosphatase und beobachtete, dass dieselbe durch Mg aktiviert 
wird. Kobayashi (1936) stellte aus Hefe eine Pyrophosphatase 
dar, welche nur bei Gegenwart von Me zur Wirkung kommt und 
bei Pu 7 optimal wirkt. 

Ich fand, dass in getrocknetem Hieralbumin des Handels 
(Merck oder Takeda) eine Pyrophosphatase enthalten ist, die dureh 
Mg stark aktiviert wird. Diese Pyrophosphataseldsung kann nach 
dem im experimentellen Teil zuerwihnenden Verfahren frei von 
Phosphomonoesterase und eiweissarm gemacht werden (Versuch I). 
Im Gegensatz zum getrockneten Hieralbumin hat das frische 
Hiihnereiereiweiss keine Fahigkeit, Pyrophosphat zu hydrolysieren. 
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Die Erklarung dieser Erscheinung will ich vorlaufig ausser 
Betracht lassen. Aber zur Demonstration der durch MgCle 
aktivierbaren Pyrophosphatase ist eine Losung des getrockneten 
Hiweisses des Handels am bequemsten und einfachsten. Die Pyro- 
phosphatase von gleichem Verhalten gegen Mg kann auch im Ex- 
trakt aus Kaninchenmuskel nachgewiesen werden (Versuch II). 
Im dialysierten Autolysat des Kaninchenmuskels lasst sich das 
Ferment jedoch nicht mehr nachweisen (Versuch IT). 

Es gibt eine andere Pyrophosphatase, die sich gegen Mg ganz 
anders verhalt. Ich sah, dass dialysiertes Kaninchennierenauto- 
lysat bei PH 9 Pyrophosphat stark hydrolysiert, die Wirkung aber 
durch Zusatz von Mg machtig gehemmt wird. Auch bei Pu 7 
kommt derselbe Me Einfluss zur Beobachtung (Versuch III). Vor- 
ausgesetzt, dass zweierlei Pyrophosphatasen, die durch Zusatz von 


Meg in entgegengesetztem Sinne beeinflusst werden, natiirlich vor- . 


handen seien, wiirde es besonderes Interesse beanspruchen, die 
Verteilung der beiden Fermente in den Tierorganen zu unter- 
suchen. 

Als Munemura (1933) die Wirkungen der Elektrolyte auf 
Schweinenierenpyrophosphatase studierte, beobachtete er, dass Me 
bei Pu 8,2 eher beschleunigend wirkt, wahrend es bei Pu 9 eine 
schwache Hemmung entfaltet. Es diirfte wohl nétig sein, zu unter- 
suchen, woraus sich dieser Befund ergab. Ich beschreibe zunichst 
mein Experiment mit 2 typischen Pyrophosphatasen, die sich gegen 
Mg in besonderer Art verhalten. 

Ich untersuchte an Kaninchenmuskelextrakt und Hieralbumin- 
losung die Pyrophosphathydrolyse mit und ohne Mg-Zusatz bei 
verschiedener Aziditat und fand, dass die Wirkung dieser beiden 
Fermente ohne Mg-Zusatz bei verschiedenen Aziditaten dusserst 
schwach waren, so dass das Pu-Optimum kaum zur Wahrnehmung 
kam. Im Gegensatz dazu wurde beim Versuch mit Mg-Zusatz 
ausser starker Pyrophosphathydrolyse stets ein deutliches Pu- 
Optimum beobachtet. Bei Kaninchenmuskel war das PH-Optimum 
Pu 6,7, bei Eieralbumin Px 7,6-8,6 (Versuch IV). 

Der gleiche Versuch wurde dann an dialysiertem Kaninchen- 
nierenautolysat ausgeftihrt. Dabei wurde festgestellt, dass bei Me- 
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Zusatz die Pyrophosphathydrolyse dusserst schwach war, und sich 
das Pu-Optimum nicht erkennen liess, wahrend ohne Zusatz von 
Mg ausser starker Pyrophosphathydrolyse das deutliche Pr- 
Optimum bei Px 8,7-9,1 beobachtet wurde (Versuch IV). 

Die Verschiedenheit der beiden Arten von Pyrophosphatasen 
kommt beim Versuch des Hinflusses der Konzentration des zu- 
gesetzten Mg noch deutlicher in Erscheinung. Der Versuch mit 
jeder Fermentlisung wurde bei dem entsprechenden PH-Optimum 
ausgefiithrt. Folgende Figur zeigt die Ergebnisse. 


0,200 + 


i [Ph 8,1) 
Kaninchennier 


t 
M% Me Moo MYeoYyeo Mroe ™% 400 Vaeoo 
—> (Mg) in Versuchslosung 


Wie aus der obigen Figur ersichtlich ist, entfaltet Me auf 
- Kaninchenmuskel- und Hieralbumin-Pyrophosphatase die maximale 
Aktivierung, wenn sich seine Konzentration in der Versuchslosung 
auf M/120—M/180 bzw. M/180—M/360 beliuft. Die optimale 
Konzentration von Mg ist stets M/120—M/180 bei Kaninchen- 
muskel-Pyrophosphatase und M/180—M/360 bei Hieralbumin- 
Pyrophosphatase, wenn die anfangliche Konzentration des Sub- 
strats in der Versuchslosung M/1200—M/3600 ist (Versuch V). 
Versuche mit einer grésseren oder kleineren Substratmenge wurden 
absichtlich nicht unternommen. Denn falls die Konzentration des 
Substrats M/1200 itiberschreitet, so entstehen Triibungen in der 
Versuchslésung, und falls sie unter M/3600 sinkt, ist -die kolori- 
metrische Phosphor-Bestimmung. schwierig auszufiihren. Die 
Wirkung der Pyrophosphatase von Kaninchennierenautolysat wird 
dagegen mit Zunahme von Mg immer schwicher und. bei M/120 
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wird die Hemmung schon maximal. Obwohl der Hinfluss von Mg 
bei beiden Fermenttypen verschieden ausfallt, tibt die Veranderung 
der Konzentration von zugesetztem Mg keine Lageverschiebung der 
Pu-Optima aus (Versuch VI). 

Wenn man der natiirlichen Verbreitung dieser beiden 
Fermente auf den Grund kommen will, so muss man im voraus 
experimentell untersuchen, wie sich das Gemisch der beiden Pyro- 
phosphatasen gegen Mg verhalten wiirde. Um tiber diese Ver- 
haltnisse Klarheit zu gewinnen, wurden die beiden Ferment- 
losungen in dem Masse verdiinnt, dass jede unter ihrer optimalen 
Bedingung das Pyrophosphat in fast gleichem Grade hydrolysiert. 
Das verdiinnte Kaninchennierenautolysat tbte ohne Zusatz von 
Me bei Pu 8,7 in 4 Stunden 67%ige Hydrolyse aus. Die ver- 
dinnte Kaninchenmuskelpyrophosphatase entfaltete unter Zusatz 
von M/120 Mg bei Pu 6,7 gleichfalls 67%ige Hydrolyse. Nun 
wurden die beiden Fermentlosungen in Aquivalenter Menge ver- 
mischt, um die Hydrolyse des Pyrophosphats zu untersuchen, wobei 
konstatiert wurde, dass das Gemisch ohne Versetzung mit Mg bei 
Pu 8,7 optimal wirkte und 68%ige Hydrolyse zeigte, wahrend es 
nach Hinzufitigung von M/120 Mg bei Pu 6,7 optimal wirkte und 
61%ige Hydrolyse aufwies (Versuch VII). 

Durch Wiederholung des gleichen Versuches mit dem Gemisch 
von Kaninchennierenautolysat + Albuminpyrophosphatase wurden 
gleichartige Resultate erzielt (Versuch VIII). 

Aus diesen Versuchen ergab sich, dass jedes Ferment im kiinst- 
lichen Gemisch mit dem andern ohne gegenseitige Wechselbeziehung 
seine Wirkung entfaltet. Weiter ging auch daraus hervor, dass 
die oben erwahnte, von Mg zu bewirkende Hemmung oder Aktivie- 
rung der Pyrophosphatspaltung nicht auf irgendeine zufallig in 
den Fermentlosungen vorhandene Verunreinigung zuriickzufiihren 
sel. 

Es hat sich ferner herausgestellt, dass dabei ausser der alkali- 
schen Pyrophosphatase, welche durch Mg gehemmt wird und die 
wir als Pyrophosphatase III bezeichneten, noch eine Pyrophos- 
phatase vorhanden ist, die nur bei Gegenwart von Mg wirkt. Uber 
dieses Ferment liegen bereits Untersuchungen von Lohmann 
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(1932) vor. Wir wollen dieses Ferment vorlaufig Pyrophosphatase 
IV benennen. Nach Lohmann erreicht die Froschmuskel-Pyro- 
phosphatase bei PH 7 das Optimum und tritt bei Anwesenheit von 
Mg in Wirkung. Daher gehért dieses Ferment zum Typus IV. 
Das Ferment, welches ich beim Kaninchenmuskel nachwies, gehort 
auch dem Typus IV an. 

Das Verfahren, durch weleches Lohmann (1932) aus dem 
Rattenmuskel eine Pyrophosphatase gewann, wurde auch _ bei 
Rattenleber angewandt. Die erhaltene Fermentlosung zeigt wie 
die Angabe von Lohmann ohne Me eine Adusserst schwache 
Hydrolysewirkung, wahrend sie durch Mg-Zusatz stark aktiviert 
wird (Versuch IX). In der Rattenleber ist die Pyrophosphatase 
IV vorhanden. Beim dialysierten Autolysat der Rattenleber kommt 
jedoch selbst bei Ab- oder Anwesenheit von Mg nur eine schwache 
Fermentwirkung zur Beobachtung (Versuch IX). Daher kann 
man das Vorhandensein von Pyrophosphatase IV im Organ nicht 
in Abrede stellen, wenn auch die Untersuchung mit Autolysat 
unter Umstanden negativ ausfallt. Inaktivierung bei Autolyse ist 
andererseits aber dem Typus IV nicht eigen, weil das Autolysat 
der Schweineleber bei Mg-Zusatz stark und ohne Mg nur schwach 
wirkt (Versuch X). 

Um zu priifen, ob ein Organ iiberhaupt Pyrophosphatase II 
oder IV enthalt, ware es deshalb wiinschenswert, den Extrakt— 
zur Verhitung der eventuellen Inaktivierung von Pyrophosphatase 
I1V—bei moglichst schonender Behandlung herzustellen. In dieser 
Hinsicht ist das Verfahren der isoelektrischen Fallung, das 
Lohmann zur Isolierung der Muskel-Pyrophosphatase anwendete, 
sehr empfehlenswert. Bei Anwendung dieser Methode konnte ich 
beweisen, dass ausser der Rattenleber auch Rattenmuskel (Versuch 
XI) und Schweineleber (Versuch X) hauptsachlich Pyrophos- 
phatase IV in grosser Menge, aber nur sehr wenig Pyrophosphatase 
IIT enthalten. 

Der folgende Versuch ist auch weiter sehr interessant. Die 
Pyrophosphataselésung, welche nach der Methode von Lohmann 
aus der Kaninehenniere gewonnen wurde, hydrolysiert bei Pu 6,8 
und 8,8-sei nun Mg vorhanden oder nicht—das Pyrophosphat stark. 
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Aber als die Fermentlésung aus demselben Organ durch Autolyse 
und Dialyse bereitet wurde, enthielt sie nur Pyrophosphatase II1 
(Versuch XII). Infolge dieser Ergebnisse liegt der Schluss sehr 
nahe, dass in der Kaninchenniere Pyrophosphatase Typ III und 
IV enthalten sind, und dass bei Autolyse Typ IV inaktiviert wird. 
Um einen schlagenden Beweis dafiir zu bringen, muss man aus 
der Niere die Pyrophosphatase IV frei von III isoheren. Zur 
Bestatigung dieser Ansicht ging ich folgendermassen vor: Die zer- 
mahlene Kaninchenniere wurde bei neutraler Reaktion und Gegen- 
wart von MgCO3 unter Hiskiihlung digeriert und zentrifugiert, die 
tberstehende klare Fliissigkeit im Eisschrank bis zum nachsten 
Tag gegen Wasser dialysiert, der entstandene Niederschlag und die 
Fliissigkeit voneinander getrennt, um die Pyrophosphathydrolyse 
von beiden Fraktionen zu untersuchen. Dabei wurde konstatiert, 
dass im Niederschlag Pyrophosphatase III enthalten ist und Pyro- 
phosphatase IV fehlt, wahrend in der tiberstehenden Flissigkeit 
Pyrophosphatase IV stark iiberwiegt. Zu bemerken ist noch, dass 
die auf solehe Weise gewonnene Pyrophosphatase IV inaktiviert 
wird, wenn man sie bei 37°C 24 Stunden stehen lasst (Versuch 
Pa Dy 

Bei diesem Experiment hat sich herausgestellt, dass in der 
Kaninchenniere sowohl die Pyrophosphatase III als auch IV vor- 
handen ist, und bei der Autolyse der Typ IV zerstért wird, sodass 
sich also in dem dialysierten Autolysat nur Typ III nachweisen 
lasst. . 

Man muss aber noch eine Méglichkeit in Erwiagung ziehen, 
dass namlich ausser Pyrophosphatase III und IV, welche sich gegen 
Mg spezifisch verhalten, eventuell noch eine in neutralen und alkali- 
schen Reaktionen wirksame Pyrophosphatase vorhanden sein kann, 
die aber nicht dem Einfluss von Meg unterliegt, und dass dieses 
Ferment bei dem oben erwahnten Fraktionieren vermisst worden 
ist. Solche Moéglichkeit konnte jedoch durch folgende Versuche 
ausgeschlossen werden: Jene Fermentlésung, welche aus der 
Kaninchenniere nach dem Lohmannschen Verfahren durch milde 
Manipulation gewonnen wurde, wurde aufs Dreifache verdtinnt, 
und die Pyrophosphathydrolyse ohne Mg-Zusatz bei verschiedenen 
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Aziditaten untersucht. Das PuH-Optimum war bei Pu 8,7 vor- 
handen. Als man bei Verwendung gleicher, aber zehnfach 
verdiinnter Fermentlésung unter Zusatz von Mg auf Pyrophos- 
phathydrolyse untersuchte, war das Pu-Optimum bei Px 6,5-6,8 
vorhanden (Versuch XIV). Wenn man dieses Resultat zusammen 
mit den Ergebnissen an dem Gemisch von Kaninchennieren- 
autolysat + Kaninchenmuskelextrakt in Erwiagune zieht, so ergibt 
sich deutlich,. dass die Kaninchenniere Pyrophosphatase III und 
IV, aber kein gegen Mg unempfindliches Ferment enthiailt. 

Auf Grund der obenerwihnten.systematischen Experimente 
gelangte ich zu nachstehendem Schluss: 1) Die Tierorgane kénnen 
gleichzeitig die Pyrophosphatase Typ III und IV enthalten, aber 
der Gehalt ist je nach der Tierart verschieden. 2) Falls fermenta- 
tive Pyrophosphathydrolyse in der Gegend von Pu 8 durch Me- 
Zusatz nicht merklich beeinflusst wird, ist diese Erscheinung als 
Folge der Wirkung der zufallig gemischt vorhandenen beiden 
Typen von Pyrophosphatase zu betrachten. 


EXPERIMENTELLER TEIL. 


I. Substrate. 

a) Natriumpyrophosphat wurde in gewohnlicher Weise durch 
Gliihen von reinem sekundirem Na-Phosphat hergestellt und aus 
heissem Wasser zweimal umkrystallisiert. Es enthalt 10 Molekiile 
Krystallwasser. 

b) $-Natriumglycerophosphat wurde 2mal aus heissem Wasser 
umkrystallisiert. Es enthalt 5 Molekiile Krystallwasser. 


IT. Versuchsanordnung. 

Die Substratlésung war M/200 Na-Pyrophosphat und 1/100- 
Natriumeglycerophosphat. 

Die Pufferlésung war <Acetat-Essigsiure (1/2), Glykokoll- 
Natron (M/10) und Veronal-HCl (M/10). Die Versuche wurden 
bei 37°C in einem elektrisch regulierten Wasserbad ausgefiihrt. 
Pu wurde gleich nach der Anstellung der Versuche elektrisch oder 
mit Indikatorpapier gemessen. Die Versuchslésung bestand, wie 


folgt, aus: 
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Vorschrift (a) Vorschrift (b) 
Substratlosung 5,0 eem Substratlosung 5,0 cem 
Puffer 10,0 » Puffer 10,0 » 
Fermentlosung 10,0 » Fermentlosung 5,0 » 
MgCl: od. Aq. dest. 5,0 » -MgCle od. Aq. dest. 5,0 » 


Falls die Wirkung der Fermentloésung schwach war oder das 
Gemisch von zwei Fermentlosungen benutzt wurde, wurde der 
Versuch nach Vorschrift (a) ausgefiihrt. Die abgespaltene Ortho- 
phosphorséure wurde kolorimetrisch nach Fiske-Subbarow _ be- 
stimmt. Die in den folgenden Protokollen angegebenen Ziffern 
bedeuten die Phosphorséure als P in mg fiir 6 ccm bei der Vor- 
schrift (a) und fiir 5cem bei der Vorschrift (b). 100%ige 
Hydrolyse soll also 0,831mg P hefern. Kontroliversuche wurden 
je nach Bedarf zweckentsprechend ausgefiihrt. 

Die Fermentlosung wurde immer soweit dialysiert bis kein 
anorganisches Phosphat kolorimetrisch nachweissbar war. 


Versuch I. 


80 cem 7%ige Eieralbuminlésung (Merek od. Takeda) wurde 
mit 12,8cem M/20 MegCls versetzt. Dieses Gemisch wurde dann 
unter Hiskiihlung mit 31,0 cem Aceton versetzt und zentrifugiert. 
Die tberstehende Flissigkeit wurde weiter unter Hiskiihlung mit 
14,0cem Aceton versetzt und zentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde mit 40,0cem Wasser umgeriihrt und nach 30 Minuten 
filtriert. Das Filtrat war etwas weisslich getriibt. 

Die Ergebnisse des Experiments mit diesem Ferment nach der 
Vorschrift (a) werden unten angegeben. 


Na-Pyrophosphat B-Na-Glycerophosphat 
Mg-Zusatz =f = + = 
PH 8,0 8,0 9,0 9,0 
Stunden ° 4 4 4 | 
P in mg 0,272 0,014 _ 0,004 
Hydrolyse in % 88 5 1 0 
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Versuch II. 


100g zermahlene Kaninchenmuskeln ‘wurde mit 300 ecm 
Glycerin oder mit 300 cenr 10%iger Rohrzuckerloésung gut um- 
geruhrt und im Hisschrank 24 Stunden hindurch extrahiert und 
dann zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde im 
Hisschrank gegen 0,85%igen NaCl dialysiert und filtriert. Das 
Volum des Glycerinextraktes verdoppelt sich wahrend der Dialyse. 
Die so. gewonnenen Fermentlésungen enthalten ausschliesslich 
Pyrophosphatase IV. Die Fermentwirkung von Glycerinextrakt 
war starker als die von Rohrzuckerextrakt. 

Andererseits wurde der zermahlene Kaninchenmuskel mit der 
5 fachen Gewichtsmenge Wasser versetzt, bei 37°C der 2 tigigen 
Autolyse tiberlassen, zentrifugiert und im Eisschrank gegen Wasser 
dialysiert. Dieses Autolysat war ganz unwirksam. 


Nach Vorschrift (b). 


Meg-Zusatz PH Stdn. P in mg!| Hydrolyse in % 
+ 6,8 4 0,284 92 
Dialysierter kt 6.8 4 0 0 
Glycerin- 2 
extrakt ote 9,0 | 0,040 13 
- 9,0 4 0 0 
oe 6,8 6 (ely 70 
Dialysierter it 0 
Rohrzucker- 2 ° 0 
extrakt + 9,0 6 0,110 36 
_ 9,0 6 0 0 
+ 6,8 4 0 at 0) 
Dialysiertes — 6,8 4 0 0 
Autolysat e 9,0 4 0 0 
- 9,0 4 0 0 


Versuch III. 


Die zermahlene Kaninchenniere wurde mit der 10 fachen 
Gewichtsmenge Wasser versetzt und bei 37°C der Autolyse tber- 
lassen. Der bakteriellen Infektion wurde mit Chloroform und 
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Toluol vorgebeugt. Nach 2 Tagen wurde das Autolysat zentri- 
fugiert und in Zimmertemperatur gegen Wasser dialysiert. 


Nach Vorschrift (a). 


Mg-Zusatz <b =_ + ~~ 

PH 6,7 6,9 8,7 8,7 

Stunden 4 4 4 4 

P in mg 0,023 0,058 0,022 | 0,208 

Hydrolyse- imi % 7 19 7 | 67 
Versuch IV. 


Optimal-Ph der Kaninchenmuskel-, Eieralbunin-, 
Kaninchennierenautolysat-Pyrophosphatase. 


Die Versuche wurden nach Vorschrift (a) ausgefiihrt. Er- 
gebnisse der 4 stiindigen Versuche werden als Figuren angegeben. 
Bei Anwesenheit von Mg war die Pyrophosphathydrolyse durch 
Kaninchenmuskel- und Hieralbumin-Pyrophosphatase sehr stark. 
Das Optimum der Kaninchenmuskelpyrophosphatase war bei PH 
6,1—-7,2 und das der Hieralbuminpyrophosphatase bei Pu 7,6—-8.6. 
Bei Abwesenheit von Mg wurde die Pyrophosphathydrolyse dureh 
diese beiden Pyrophosphatasen kaum beobachtet. Bei der Ka- 


Mit MgCl 
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ninchennierenautolysat-pyrophosphatase wird eine gvegensatzliche 


Erscheinung beobachtet. 


Es wurde nahmlich festgestellt, dass mit 


Mg-Zusatz die Pyrophosphathydrolyse iusserst schwach war, und 
sich das Pu-Optimum nicht erkennen liess, wihrend ohne Zusatz 
von Mg ausser starker Pyrophosphathydrolyse ein deutliches Pu- 
Optimum bei Px 8,7—-9,1 beobachtet wiirde. 


0, 200 


0,100 


Versuch V. 


Optimale Mg-Konzentration auf Kaninchenmuskel-Pyrophos- 
phatase (K MP) und Eieralbuminpyrophosphatase (EK AP). Ver- 


suche wurden nach Vorschrift (a) ausgefiihrt. 


M/1200 M/2400 M/3600 
Pyrophosphat Pyrophosphat Pyrophosphat 
5 Stunden 3 Stunden 2 Stunden 
EAP KMP EAP KMP EAP KMP 
M/6 MgCle 32% 30% 34% 30% 33% 29% 
M/36 ” 42 » 80 ”? 43 ” 77 ” 47 ” 77 ” 
M/120 ,, 49 » 93% 56 » 91» 58» 90» 
M/180 ,, 48 » 82» 55 » 78» 65 » 77» 
M/360 ,, 46 » 58 » 49 »» 58 » 53» 56 
M/1200 ,, 13 » 36 » 25 » 3 34 » 34» 
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Versuch VI. 


Pu-Optimum der Pyrophosphatase III und IV bei variierender 
Mg-Konzentration. 

Die 4 stiindigen Versuche wurden nach Vorschrift (a) aus- 
gefiihrt. 


A) Kaninchennierenautolysat-Pyrophosphatase. 


Ohne MgCls M/360 MgCls M/120 MgCle 
PE P in mg ‘P in mg P in mg 
Up! 0,076 0,060 0,022 
7,8 , 0,106 0,048 0,044 
8,7 0,273 0,106 0,068 
9,2 0,222 0,064 0,008 
10,3 0,044 0,008 0,006 


B) Kaninchenmuskel-Pyrophosphatase. 


M/36 MgCle M/120 MgCls M/600 MgCle 

PH P in mg P in mg P in mg 

4,7 0,025 0,036 0,046 

5,3 0,025 0,032 0,041 

6,2 0,250 0,285 0,130 

6,7 0,265 0,295 0,224 

7,7 0,180 0,243 0,128 
BG 0,155 0,142 0,095 

9,4 0,088 0,088 0,068 
10,6 0,045 0,036 0,021 


Versuch VII. 


Unabhingige Wirkung der Pyrophosphatase III bzw. ~ 
IV wn threm kiinstlichen Gemisch. . 
KNP und KMP wurden je in dem Masse verdinnt, dass 
sie unter der optimalen Bedingung die Pyrophosphate in. fast 


gleichem Grade hydrolysierten. Zuniichst wurden das PH-Optimum 
dieser beiden verdiinnten Fermente gemessen. 
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Die Versuchslosung bestand, wie folgt, aus: 
Mit MgCle Ohne MgCle 
Ferment 1 eem 1 ecm 
M/200 Pyrophosphat ak pp 1, > 
Puffer Deeks 2 » 
Aq. dest. bed ee Q » 
Die Versuchsdauer war 4 Stunden. 
Te Ke NEP (hyp elite 
Pu 5,1 6,5 6,9 7,7 8,7 9,5 
Ohne P in mg 0,064 0,060 0,058 0,105 0,208 0,124 
MBC | Hydrolyse 21 19 19 34 67 40 
in % e 
‘PH lat 6,1 6,7 Coa 8,7 9,7 
Mit P in mg 0,050 0,030 0,023 0,018 0,022 0,003 
MgCl: | 
, Hydrolyse 17 10 7 6 7 1 
in % 
2, KMP (Typ IV). 
PH Dal 6,5 6,7 7,6 Si Gli oso 
Ohne P in mg 0,033 0,010 0,009 0,006 0,004 0,003 
MegCle : 
gC Hydrolyse 10 3 3 2 1 1 
in % 
PH Os 6,3 6,7 7,6 8,6 9,6 
Mit P in mg 0,032 0,205 0,207 0,138 0,107 0,118 
MgCle 
Hydrolyse 10 66 67 45 35 38 
in % 


Nun wurden die beiden verdiinnten Fermente vermischt, um 


unter Anwesenheit oder bei Fehlen des Mg die Pyrophosphathy- 
Die Versuchslosung 


drolyse nach 4 Stunden zu untersuchen. 
bestand, wie folgt, aus: 
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Mit MgCle Ohne MgCl. 
iy paeLr 1 eem 1 eem 
Tye LV) hese lems 
Puffer wey 9 » 
M/20 MgCle i] 2 QO » 
Aq. dest. 0 » 8 
M/200 Natrium- ves 1 
Pyrophosphat 
PH 5,1 6,3 6,7 7,6 8,6 9,5 
Mit P in mg 0,068 0,188 0,190 0,130 0,107 0,115 
MeCle 
Hydrolyse 22 61 61 42 35 37 
in % 
PH 5,1 6,5 6,7 fal 8,7 9,5 
Ohne P in mg 0,088 0,060 0.058 0,089 0,212 0,109 
MegCle tok 
Hydrolyse 28 19 19 29 68 3h 
in % 


Das Pu-Optimum erscheint also unter Anwesenheit von MgCle 
in der gleichen Lage wie bei alleiniger Wirkung des K MP und 
der Hydrolyseprozentsatz des Pyrophosphats in jedem Px stimmt 
auch hauptsachlich mit jenen Zahlen bei alleiniger K M P -Wirkung 
iiberein. 

Unter Abwesenheit von MgCl. erscheint dagegen das deutliche 
PuH-Optimum in der gleichen Lage wie bei der alleinigen Wirkung 
der K NP und der Hydrolyseprozentsatz des Pyrophosphats in 
jedem Pu steht auch mit jenem Fall in Einklang. 


Versuch VIII. 


Der gleiche Versuch wurde mit dem ktinstlichen Gemisch 
von Kaninchennierenautolysat (K N P) + Albuminpyrophosphatase 
(EAP) wiederholt und gleichartige Resultate wurden erzieht. 
Die Wirkung bei verschiedener Aziditat der beiden verdiinnten 
Fermente war wie folgt. Die Vorschrift der Versuche war die 
gleiche wie bei Versuch VII, die Versuchsdauer betrug 6 Stunden. 
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1. Albuminpyrophosphatase, 
PH 5,1 6,1 6,7 Nel 8,6 9,5 
, P in mg Spur Spur Spur Spur Spur Spur 
MgOls isa 
ydrolyse 
ees 0 0 0 0 0 0 
PH yal 6,1 6,7 tel 8,6 9,5 
oe P in mg 0,012 0.080 0,142 0,265 0,246 0,136 
MgCl Hydrolyse 4 26 a 
im 9% 2 46 85 79 44 
2, JXaninchennierenautolysat-pyrophosphatase. 
PH 5,1 6,1 6,7 7,6 8,6 9,5 
, Ohne P in mg 0,098 0,090 0,115 0,171 0,260 0,189 
MegCle 
Hydrolyse Pe 
in % 32 29 37 55 84 61 
PH 5,1 6,5 7,0 eeu 8,6 9,5 
Mit P in mg 0,050 0,031 0,023 0,021 0,020 0,007 
MgCl Die 
Hydrolyse 16 10 7 7 6 D) 
in % 


Die beiden verdiinnten Fermente wurden wie beim Versuch 
VII vermischt, um die PuH-Abhangigkeit der Pyrophosphathy- 


drolyse zu untersuchen. 


PH 5,1 6,1 
Mit P in mg 0,060 0,095 
MgCk | Hydrolyse ‘a a 
in % 
PH 5,1 6,1 
Ohne P in mg 0,090 0,095 
MgCh Hydrolyse 29 31 
in % e 


7,6 8,6 9,5 
0,278 | 0,254 | 0,137 
90 82 44 
7,6 8,6 9,5, 
0,169 | 9,255 | 0,191 
55 82 62 


Das Pu-Optimum erscheint also unter Anwesenheit von MgCle 
in der gleichen Lage wie beim alleinigen Fall von E A P und das 
Hydrolyseprozent des Pyrophosphats in jedem Pu steht haupt- 
sachlich auch mit jenem Fall in Einklang. 
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Unter Abwesenheit von MgCl, erscheint deutliches Pu- 
Optimum in der gleichen Lage wie beim alleinigen Fall von K N P 
und das Hydrolyseprozent des Pyrophosphats in jedem Pu stimmt 
auch beinahe damit tiberein. | 


Versuch IX. 


Nach dem Verfahren von Lohmann (1932) wurde Pyrophos- 
phatase aus Rattenleber bereitet. Andererseits wurde die 
zermahlene Rattenleber mit der 5 fachen Gewichtsmenge Wasser 
bei 37°C 2 Tagen der Autolyse iiberlassen und zentrifugiert. Die 
Hydrolyse wurde gemass der Vorsechrift (b) nach 4 Stunden 
g@emessen. 

In der Rattenleber ist hauptsichlich Pyrophosphatase IV 
enthalten, die durch Autolyse stark inaktiviert wird. 


Extrakt Autolysat 
Mg-Zusatz a — te = a os 35 im; 
PH 8,0 8,0 9,0 Om 8,0 8,0 9,0 9,0 
P in mg 0,308 0,044] 0,308 0 0,052 | 0,060] 0,036 0 
Ay Grol yee 1 00 ti -—.24, 100 0 17 19 12 0 
in % 


Versuch X. 


Pyrophosphataselosung wurde nach dem Verfahren von 
Lohmann aus Schweineleber gewonnen und im Hisschrank gegen 
Wasser dialysiert. Die Versuche wurden nach der Vorsehrift (b) 
ausgefiihrt, wobei die Versuchsdauer 4 Stunden war. Thre 
Wirkung bei Pu 8,0 und Pu 8,8 war unter Mg-Anwesenheit stark, 
aber ohne Mg sehr sechwach. 

Andererseits wurde die zermahlene Schweineleber mit der 
5 fachen Gewichtsmenge 0,85% NaCl versetzt, 2 Tage der Autolyse 
tberlassen, zentrifugiert und im Hisschrank gegen Wasser dialy- 
siert. Diese Losung verhielt sich ebenso wie der Lohmannsche 
Extrakt. 

In der Schweineleber ist daher die Pyrophosphatase IV vor- 
handen, die durch Autolyse nicht inaktiviert wird. 
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Extrakt Autolysat 
Mg-Zusatz aj = ae = ae = a = 
PH 8,0 7,8 8,8 9,0 8,0 7,8 8,8 8,8 
P in mg 0,307 | 0,040) 0,310} 0,012 0,304 | 0,040} 0,210] 0,085 
Hydrolyse 
Wee 99 13 100 4 98 13 68 11 


Versuch XI. 


Der Extrakt aus dem Rattenmuskel und das Autolysat des- 
selben Muskels wurden ebenso wie bei dem vorangehenden Versuch 


IX hergestellt und dialysiert. 


4 stiindige Versuche wurden nach 


der Vorschrift (b) ausgefiihrt, die ergaben, dass in dem Muskel 
ausschliesshich Pyrophosphatase IV vorhanden ist und dass dieses 


Ferment bei der Autolyse inaktiviert wird. 


Extrakt Autolysat 
Mg-Zusatz te - 3h = 4s = + = 
PH 8,0 8,0 O30 9,0 8,0 8,0 9,0 9,0 
P in mg 0,308 0 0.098 0 0 0 0 0 
Hiydrolyss=| 2 300° | 0 32 0 0 0 0 0 
in % 


Versuch XII. 


Der Extrakt und das Autolysat wurden in gleicher Weise wie 
bei dem Versuch IX aus Kaninchenniere hergestellt und dialysiert. 
Versuche wurden nach der Vorschrift (b) und P-Bestimmung nach 
4 Stunden ausgefthrt. 


Meg-Zusatz 


Pu 
P in mg 


Hydrolyse 
in % 


Extrakt Autolysat 
+ - cr - + - + - 
6,8 6,8 8,8 8,8 6,7 6,7 9,0 9,0 
0,310 | 0,310] 0,304] 0,296 0,038 | 0,106} 0,068) 0,273 
100 100 98 96 12 34 22 88 


Versuch XIII. 


Die zermahlene Kaninchenniere wurde mit der 5 fachen Ge- 
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wichtsmenge Wasser versetzt und mit verdiinntem NH; neutrali- 
siert. Dieses Gemisch wurde mit 1/10 Gewicht MgCOz versetzt und 
unter Hiskiihlung 30 Minuten lang digeriert und zentrifugiert. 
Die iiberstehende klare Fliissigkeit wurde im Eisschrank gegen 
Wasser 18 Stunden dialysiert. In dem Kollodiumsack entstand 
ein geringer Niederschlag. Der Niederschlag und die Flissigkeit 
wurden durch Zentrifugieren von einander getrennt und auf den 
Pyrophosphatasegehalt untersucht. 

Die iiberstehende Fliissigkeit wurde bei dem Versuch mit 10 
fachem Volumen Wasser versetzt. Diese verdiinnte Fermentlosung 
enthielt hauptsachlich Pyrophosphatase IV. Als man diese Pyro- 
phosphatase bei 37°C 24 Stunden, der Autolyse tiberliess, tibte sie 
Pyrophosphatspaltung—sei nun Meg in der Versuchslosung vor- 
handen oder nicht—nicht mehr aus. 

Der in dem Kollodiumsack entstandene Niederschlag wurde 
im gleichen Volumen Wasser wie die gewonnene tiberstehende 
Flissigkeit suspendiert und mit M/10 Na-Veronal zu Pu 9 gebracht 
und filtriert. Diese Lésung enthielt Pyrophosphatase III und war 
frei von dem Ferment IV. Versuche wurden nach der Vorschrift 
(b) ausgeftthrt. Die Hydrolysendaner ist aus der folgenden 
Tabelle zu ersehen. Bei diesem Experiment hat sich herausgestellt, 


Me-Zusatz PH nach Hydrolyse in % 
+ 7,0 40 Min. 85 
10 fach verdiinntes = 7,0 405522 
Zentrifugat ae 9.0 40 » 18 
ee 9,0 40 » 16 
e ee 7,0 1 Stdu. 8 
ach Autolyse 
desselben Zentri- Fit 10 oe 
fugats at 9,0 Sat 6 
- 9,0 pees’ 0 
a 7,0 sae 0 
Suspension des = 7,0 A lies 2) 30 
iT + . 7 
Niederschlages a 9,0 ees 0 
= 9,0 ‘ie 74 
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dass in der Kaninchenniere sowohl die Pyrophosphatase III als 
auch IV vorhanden ist, und dass nach der Autolyse der Typ IV 
zerstort und nur Typ III nachgewiesen wird. 


Versuch XIV. 

Die nach dem Lohmannschen Verfahren aus der Kaninchen- 
nmiere gewonnene Fermentlosung wurde aufs Dreifache verdiinnt, 
und ohne Mg-Zusatz bei verschiedenen Aciditaéiten auf Pyrophos- 
phathydrolyse untersucht. Die Versuchsvorschrift war (b). Dabei 
wurde festgestellt, dass das PH-Optimum bei Px 8,7-9,1 vorhanden 
ist. Dieselbe Fermentlosung wurde mit Wasser zehnfach verdtinnt 
und unter Mg-Zusatz auf Pyrophosphathydrolyse untersucht. PuH- 
Optimum war bei PH 6,5-7,2 vorhanden. 


Mit MgCl: Ohne MgCle 
PE P in mg PH P in mg 
5,3 es 0,017 23 Soar ORs 
5,6 ” 0,082 6,0 ”» 0,065 
6,5 ” 0,245 6,9 ” 0,080 
6,8 ” 0,245 UB ” 0,107 
7,2 ” 0,172 8,0 ” 0,180 
7,8 ” 0,075 8,3 ” 0,222 
8,5 ” 0,055 2 shy ” 0,255 
8,7 ee 0,050 9,1 ” 0,240 
9,3 ” 0,047 10,2 ” 0,137 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Prof. Aka- 
matsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die Pro- 
fessor Akamatsu von dem Unterrichtsministerium zur Forderung 

der wissenschatlichen Forschungen zur Verfiigung gestellt wurde. 
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STUDIES ON LIPASE. 


VIII. Milk-esterase and gastric lipase. 


By 


RYOJI ITOH anp KANEO KAMISASANUEI. 


(From the Institute of Medical Chemistry, Kyusyu Imperial University, 
Hukuoka. Director: Prof. K. Kodama.) 


(Received for publication, February 1, 1941) 


The present paper describes the experiments on the lipolytic 
action of milk-esterase and gastric lipase of various animals. In 
the foregoing series of this communication (1939), we stated that 
the milk-esterase is present only in human milk and absent in cow 
and goat milk. But further study on milk-esterase of horse, hog 
and dog revealed that the milk-esterase is also present in these 
animals. Moreover, we found that cow and goat milks, which ap- 
peared to have no esterase action by themselves showed the lipolytic 
action with the addition of a small amount of diluted ammonia. 

It is usually assumed that the lipolytic action of gastric lipase 
is not so strong as that of pancreas-lipase or liver-esterase, but we 
observed that the action of gastric lipase of man, human embryo, 
dog and rabbit is very strong. 


EXPERIMENTALS. 


1. Optimal temperature and optimal pH of milk-esterase. 

Viseo, S. (1914) described that the optimal temperature of 
milk-esterase is 40-50°C, but we observed that the optimal tem- 
perature is 37°C as shown in Table I. The test was carried out 
in a conic flask of 50 cc. volume, which was subsequently used as 
a titration vessel. 0.5 ce. tributyrin, 2.0 cc. human milk, 1.0 ce 
m/15 phosphate buffer solution of pH 8.0 were pipetted into this 
flask, and the flask was stoppered and shaken for 30 minutes in a 
thermostat kept at various temperature as shown in Table I. At 
the end of this reaction time, exactly 25.0 ce. of ethylaleohol were 
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added to this flask. After shaken vigorously for two minutes the 
solution was filtered. From this clear filtrate 20.0 ec. was pipetted 
out and titrated with n/20 KOH alcoholic solution using phenol- 
phthalein as an indicator. 

In the test of optimal pH determination the reaction mixture 
was 0.5 ce. of tributyrin, 2.0 cc. of human milk and 1.0 ce. of m/15 
phosphate or glycocoll-NaOH buffer solution of pH 5.0-13.0 as 
shown in Table II. The other experimental conditions and the 


TABLE I. 
Optimal temperature of milk-esterase. 


Reaction temperature (C) Degree of hydrolysis in % 
0 5.8 
15 9.9 
20 14.9 
25 Li 
30 22.1 
35 24.9 
37 25.2 - 
38 24.2 
40 Zao 
45 22.8 
50 17.4 
55 11.6 
60 0.5 
TABLE II. 


Optimal pH of milk-esterase. 


pH of buffer solution Degree of hydrolysis in % 


‘ 12.7 
13.8 
15.2 
20.8 
21.8 
22.7 
23.5 
24.3 
24.1 
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measurements of free acid hberated from tributyrin were the same 
as described above. As will be seen from Table II the optimal pH 
was pH 8.0. 


2. The existence of milk-esterase in milks of various 
ammals and the activation of milk-esterase 
by ammonia. 


In this experiment the reaction mixture was 0.5 ec. of the sub- 
strate, 2.0 cc. of the milk, 1.0 ce. of m/15 phosphate buffer solution 
of pH 8.0; the reaction temperature was 37°C and the reaction 
time was 2 hours. As shown in Table III the milk-esterase is present 
in human, horse, hog and dog milk, and seemingly absent in cow 
and goat milk. But we found that the milk-esterase in cow and 
goat milk was present in inactive state and could be activated by 
the addition of a small amount of ammonia, as shown in Table IV. 
In this case the splitting action was tested in the reaction mixture 


TABLE III, 
Milk-esterase in human, cow, goat, horse, hog and dog milk. 


Degree of hydrolysis in % 
Milk 
Olive oil Tributyrin Methylbutyrate 
Human 0 42.2 52.6 
Cow 0 0 0 
Goat. / 0 0 0 
Horse 0 15.8 14.0 
Hog 0 18.5 15.1 
Dog 0 36.3 34.1 
TABLE LY. 


Effect of ammonia on the action of cow and goat milk-esterase. 


Degree of hydrolysis in % 


Milk + Ammonia 
Olive oil Tributyrin Methylbutyrate 
Ox 0 aleve 14.3 
Goat 0 9.0 13.6 
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of 0.5 ce. substrate, 2.0 ce. cow or goal milk, 1.0 ec. of 1 mol ammonia 
and 1.0 ce. m/15 phosphate buffer solution of pH 8.0. 


3. Effect of atoxyl and quinine on milk-esterase. 


Atoxyl and quinine hydrochloride solutions were used after 
neutralisation with n/10 KOH. The reaction mixture was 0.5 cc. 
of tributyrin, 2.0 cc. of human milk, 1.0 ce. of m/15 phosphate 
buffer solution of pH 8.0 and 1.0 ce. of atoxyl or quinine hydro- 
chloride solution of various concentrations as indicated in Table V. 
Control tests were carried out by adding 1.0 cece. H2O instead of 
atoxyl or quinine hydrochloride solution. The other,experimental 
conditions were the same as described in the foregoing experiments. 
As shown in Table V the lipolytic action of silk-esterase is strongly 
inhibited by atoxy! but not by quinine hydrochloride. 


TABLE V. 
Effect of atoxyl and quinine on milk-esterase. 


Sahcenivetion Degree fo hydrolysis in % 
; 7 : 
yy Atoxyl Quinine hydrochloride 
0 34.3 34.3 
al! 
26. : 
500 6.3 34.3 
pee 18.7 34.3 
200 
ome 17.2 35.5 
100 
1 2 
aT ah ies 35.5 


4. The splitting action of tributyrin by gastric lipase 
and liver-esterase of various animals, 
birds and fishes. 


1g of mucous membrane of the stomach or liver of various 
animals, birds and fishes was minced thoroughly in a mortar adding 
a small amount of purified sea sand and 10 cc. of distilled water, 
and then filtered through muslin. The filtrate was used as an 
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enzyme preparation. The reaction mixture was 0.5 cc. tributyrin, 
2.0 ec. enzyme preparation and 1.0 ec. m/15 phosphate buffer solu- 
tion of pH 7.8. The reaction temperature was 37°C and the re- 
action time was 90 minutes. Other experimental conditions and 
the titration of free acids liberated from tributyrin were the same 
as described in the foregoing experiments. The results are sum- 
marized in Tables VI, VII and VIII. As will be seen in these 
tables the lipolytic action of gastric lipase of mankind, human 
embryo, dog and rabbit is very strong, but in other mammals, 
birds and fishes, quite weak. 


TABLE VI. 
The action of gastric lipase and liver-esterase of mammals. 


Degree of hydrolysis in % , 
Mammals 
Gastric lipase Liver-esterase 

Mankind 82.5 — 

Human embryo (8th month) 59.9 9.0 
Dog 32.8 20.7 
Rabbit 26.5 15.2 
Cat ZG 21.2 
Rat 4.4 13.4 
Hog 4.2 20.5 
Ox 2.8 18.9 
Horse 2.7 15.9 

TABLE VII. 


The action of gastric lipase and liver-esterase of birds. 


Degree of hydrolysis in % 


Birds. 
Gastric lipase Liver-esterase 
Pheasant 3.2 16.0 
Quail 1.9 16.2 
Snipe 7 12.8 
Duck P 0 14.1 
Pigeon 0 18.7 


Thrush 0 8.3 
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TaBLE VIII. 
The action of gastric lipase and liver-esterase of fishes. 
Degree of hydrolysis in % 
Fishes 
Gastric lipase Liver-esterase 
Silver carp 13.4 13.3 
Fallfish 12.6 7.6 
Carp 5.0 9.6 
Eel 3.4 8.3 
Globe-fish Lbs? : 5.7 
Sea-bream 1.2 6.0 
Tunny 1.0 9.2 
Sole 0 8.6 
Yellow-fish 0 6.5 


5. The optimal pH of gastric lipase and its splitting 
ability of various substrates. 


The optimal pH of gastric lipase of rabbit and its action for 
various substrates such as olive oil, tributyrin and methylbutyrate 
were tested. From the experimental results by Willstatter 
(1925), it is usually believed that the optimal pH of gastric lipase 


TABLE IX, 
The optimal pH of gastric lipase in rabbit. 


pH of 
phosphate butfer Degree of hydrolysis in % 

solution 

6.0 22.6 

7.0 25.0 

7.2 26.1 

7.5 26.5 

7.8 28.2 

8.0 25.0 

8.2 23.2 

8.5 21.0 

9.0 19.5 


10.0 18.7 
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exists in acid side and is more active towards neutral fat than for 
simple ester. 

But we observed that the optimal pH is 7.8 and the enzyme 
splits more strongly tributyrin or methylbutyrate than olive oil as 
shown in Table IX and Table X. From these facts we are led to 
assume that this enzyme is not lipase but rather butylase. 

TABLE X. 
The lipolytic action of olive oil, tributyrin, methylbutyrate 


by gastric lipase, pancreas-lipase und liver-esterase 
of rabbit and eat. 


Degree of hydrolysis in % 
Animal Organ 
Olive oil Tributyrin Methylbuyrate 
Stmach 3.4 25.1 13.9 
Rabbit Panereas 13.1 24.7 16.8 
Liver 0 11.1 6.6 
Stomach 0.4 ; fel 3.0 
Cat Panereas 9.2 20.5 15.9 
Liver | 1.4 21.2 11.8 


6. The splitting action of tributyrin by gastric lipase 
and other tissue esterase of human foetus at 
various embryonal stages. 


The tributyrin splitting action of gastric lipase and the other 
tissue esterases of human foetus at different growing stages were 
TABLE XI. 


The splitting of tributyrin by gastric lipase and the other tissue esterase 
in human foetus at various stages of foetal growth. 


Embryonal Degree of hydrolysis in % 
month 
Organ IV V vie VII VIIt 
Stomach ee 5.2 6.3 30.4 59.9 
Pancreas = oe = 21.5 24.4 
Intestine 9.6 10.1 12.5 13.9 15.0 
Liver 8.4 8.0 8.7 9.1 9.0 
Lung 6.4 6.5 6.9 6.0 6.8 
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studied. As will be seen in Table XI the lipolytic action of gastric 
lipase of foetus appeared at the seventh or eighth month. 


‘SUMMARY. 


1. The opitmal temperature of milk-esterase is 37°C and the 
optimal pH is 8.0. 

2. The milk-esterase is present in human, horse, hog and dog 
milk, but in cow and goat milk it exists in inactive state and can 
be activated by the addition of a small amount of diluted ammonia. 

3. The lipolytic action of milk-esterase is strongly inhibited 
by atoxyl, but not by quinine. 

4. The lipolytic action of gastric lipase of man, human 
embryo, dog and rabbit is very strong, but in other mammals, birds 
and fishes it is weak. 

5. The optimal pH of grastric lipase of rabbit is 7.8. 

6. The gastric lipase of rabbit and cat splits tributyrin or 
methylbutyrate to a higher degree than olive oil. 

7. The lipolytic action of gastric lipase in human embryo 
appears at the seventh or eighth month. 


The authors are greatly indebted to Prof. K. Kodama for 
his kind criticisms and suggestions throughout this research. 
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UBER DIE PHOSPHOMONOESTERASE. 


VON 


SADAO KUMAITI. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Medizinischen Akademie 
zu Chiba. Direktor: Prof. 8S. Akamatsu.) 


(Hingegangen am 25, Juni 1941) 


Ks ist wohl bekannt, dass die Phosphomonoesterase nach ihrer 
Pu-Abhangigkeit in drei isodyname Typen eingeteilt wird. Mono- 
esterase I und III konnen nach Kurata (1931) aus dem Autolysat 
der tierischen Organe isoliert werden; das Pu-Optimum liegt bei 
PH 3,2 bzw. Pu'9,0. Monoesterase II ist nach Uzawa (1932) im 
dialysierten Kleien-Autolysat enthalten und wirkt bei Pu 5,5 
optimal. Die Lage dieser optimalen PuH-Werte wurde von Ohmori 
(1937) bestatigt, der das p-Nitrophenolphosphat zuerst als Sub- 
strat zu kolorimetrischen Phosphatasenstudien einfiihrte. 

H. Albers (1938) hat experimentell bewiesen, dass die alkali- 
sche Phosphatase, Monoesterase III, aus Apo-Ferment und Co- 
Ferment besteht. Dieser Befund ist in bezug auf die moderne 
Anschauung iiber den chemischen Bau der Fermente als sehr 
bemerkenswert zu erwihnen. D. Albers (1939) hat mit demselben 
Gedanken gearbeitet und unter Verwendung des Kreislaufdialy- 
sators bewiesen, dass in der dialysierten Innen-Fliissigkeit der 
Nieren-Fermentlésung die Apo-Phosphatase, in der Aussen-F liissig- 
keit dagegen die Co-Phosphatase vorhanden ist. 

Bisher haben wir zur Reinigung der Phosphatase die Ferment- 
lésung fast immer dialysiert; im Dialysat konnte ein fiir Versuche 
geniigend starkes Hydrolysevermégen beobachtet werden. Die 
Phosphataselosung, die von H. Albers und D. Albers zur Herstel- 
lung der Apo-Phosphatase gebraucht wurde, vertragt dagegen die 
Dialyse nicht. Diese Phosphataselésung muss sich daher in einem 
leicht in Apo- und Co-Ferment dissoziierbaren Zustande befinden. 
Ich habe nach der Angabe von H. u. E. Albers (1935) aus der 
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Niere zunichst das Phosphatasepulver bereitet und damit Studien 
jiber den chemischen Bau der alkalischen Phosphomonoesterase 
unter der Leitung von Prof. Akamatsu angefangen. 

Als das Phosphatasepulver in Wasser gelést und im Kollodium- 
sack gegen destilliertes Wasser dialysiert wurde, lieferte die 
Fermentlosung beim Versuch mit dem Glycerophosphat bei Pu 9,0 
und 37°C in 10 Minuten nur 0,014 mg anorganischen Phosphor, 
wihrend dieselbe Losung vor der Dialyse unter derselben Versuchs- 
bedineung 0,321 mg anorganischen Phosphor ergeben hat. Jene 
dialysierte Losung wurde dann mit Kleien-Phosphataselosung ver- 
setzt, um auf Glyecerophosphat-Hydrolyse zu prtifen. Die P-Ab- 
spaltung unter ein und derselben Bedingune betrug 0,061 mg 
(Versuch Ia). Die Kleien-Phosphataselosung selbst ist bei Pu 9,0 
durehaus nicht wirksam. Daraus geht hervor, dass die Wirkung 
der Nieren-Fermentidsung beim Dialysieren auffallend abge- 
sehwacht und dureh Zusatz von Kleien-Phosphataselosung, wenn 
auch sechwach, so doch deutlich genug reaktiviert wird. Auch die 
erhitzte Kleien-Phosphataseldsung bewirkte eine gleichgradige 
Reaktivierung (Versuch Ib). Aus diesen Experimenten ergibt 
sich, dass eine Co-fermentartige Substanz, welche die Wirkung der 
dialysierten Nieren-Phosphataselésung verstarkt, in der erhitzten 
Kleien-Phosphatase eunthalten ist. Die Hydrolyse nach Zusatz der 
Co-Fermentlésung war leider zu schwach, um die beabsichtigten 
Experimente weiter auszuftihren. \ 

Da mir der Gedanke einfiel, dass die mangelhafte Reaktivie- 
rung der dialysierten Phosphataselésung nicht nur durch den Ver- 
lust des Co-Ferments, sondern auch dureh eine waihrend der Dialyse 
stattfindende Inaktivierung des Apo-Ferments verursacht werden 
konnte, fiinrte ich die Dialyse des Nieren-Ferments bei verschiede- 
nen Aziditaten und gegen verschiedene Salzlésungen aus, um eine 
Phosphataselésung zu gewinnen, die an sich unwirksam, aber durch 
Zusatz der erhitzten Kleienfermentlosung véllig reaktivierbar ist. 
Nach vielen vergeblichen Versuchen wurde festgestellt, dass das 
Apo-Ferment der Inativierung im héchsten Grade vorgebeugt und 
cie Menge des zurtickbleibenden Co-Ferments aufs Minimum herab- 
gesetzt wird, falls das Nieren-Ferment zuerst 1 Tag gegen 1%ige 
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3oraxlosung, dann 1 Tag gegen 2%ige Natriumbicarbonatlésung 
dialysiert wird. Ich konnte damit die Fermentlésung, welche vor 
der Dialyse aus Glycerophosphat in 10 Minuten bei Pu 9 und bei 
37°C 0,176 mg anorganischen Phosphor abgespalten hat, in einen 
solchen Zustand tiberfiithren, dass sie nach der Dialyse unter der- 
selben Versuchsanordnung nur 0,019 meg anorganischen Phosphor 
ergab, aber bei Anwesenheit der erhitzten Kleien-Phosphatase- 
lésung in interessanter Weise unter Uberschreitung der Wirkung 
der Ausgangslésung 0,202 mg anorganischen Phosphor erzeugte 
(Versuch II). In dieser Weise kann man Apo-Phosphatase leicht 
bereiten, obwohl sie, wie oben erwahnt, bei Mg-Zusatz noch eine 
sehr schwache phosphatatische Wirkung ausiiben kann. Co-Phos- 
phatase ist im Kochsaft des Kleienautolysats vorhanden. 

Bei dem Ausftihren einer grossen Reihe von Experimenten 
uber die Apo- und Co-Phosphatase ist die grésstmégliche Sparsam- 
keit beztiglich des Fermentmaterials wiinschenswert. Ich habe 
daher als Substrat anstatt des Glycerophosphats das p-Nitro- 
phenolphosphat gebraucht; eine 25 mal diinnere Apo-Ferment- 
ldsung als bei den Versuchen mit dem Glycerophosphat war hin- 
reichend, um ein klar ersichtliches Resultat zu gewinnen. 

Unter Verwendung der p-Nitrophenolmethode wurde zuerst 
die Verteilung der Co-Phosphatase untersucht. Das dialysierte 
Autolysat von Leber, Niere, Reiskleie und Hefe wurde bei 100°C 
5 Minuten erhitzt, von koaguliertem Hiweiss abfiltriert und dem 
Apo-Ferment zugesetzt. In allen Fallen kam die Wirkung der 
Co-Phosphatase zur Beobachtung (Versuch III). 

Was die allgemeinen Higenschaften der Co-Phosphatase anbe- 
trifft, so wurden folgende Experimente ausgefiihrt: Die oben- 
genannten Co-Phosphataselésungen wurden im Vakuum getrocknet, 
die Riickstande mit Alkohol extrahiert, die Extrakte bis zum 
trocken Zustand wieder eingedampft und dann in Wasser gelost. 
Die Loésungen zeigten eine starke Wirkung der Co-Phosphatase. 
Darauf wurde die Loésung elektrodialysiert. Co-Phosphatase ging 
in die Kathodenkammer iiber, wihrend in der Anodenkammer eine 
Substanz gefunden wurde, die jene schwache phosphatatische 
Wirkung der Apo-Phosphataselésung hemmte. Daraus kann man 
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sofort ersehen, dass die Co-Phosphatase eine positiv geladene und 
dialysierbare Substanz ist. 

Die Herstellungsmethode der Co-Phosphataselosung kann 
folgenderweise vereinfacht und erleichtert werden: Dialysiertes 
Kleien-Autolysat wird gekocht, filtriert und elektrodialysiert. Die 
Kathodenlésung enthalt eine stark wirksame Co-Phosphatase 
(Versuch IV a). 

Ein noch interessanterer Befund ist, dass die Kathodenfliis- 
sigkeit eine starkere Co-Fermentwirkung als die noch nicht elek- 
trodialysierte Losung entfaltete (Versuch [IV a). Der Grund daftr 
ist wohl darin zu suchen, dass der negativ geladene Hemmstoff, 
welcher in der Ausgangslosung enthalten ist, bei der Elektrodialyse 
durch Ubergang in die Anodenkammer entfernt wird. \Die 
Wirkung einer Mischung von der Kathoden- und der Anoden- 
fliissigkeit als die Co-Phosphatase ist der der Originallésung fast 
gleich (Versuch IV b). 

Beim Erhitzen der Co-Phosphatase mit Salzséure wird ihre 
Wirksamkeit beibehalten. Wenn sie aber mit Alkali erhitzt wird, 
wird ihre Wirkung abgeschwacht. Wird sie im Platin-Tiegel bis 
zum Trocknen verdampft und dann verascht, so geht ihre Wirkung 
verloren. Bei Zusatz von Phosphorwolframsaure kommt die Co- 
Phosphatasewirkung im Prazipitat nicht zur Beobachtung, wohl 
aber in der tiberstehenden Lésung. Dureh salpetrige Saure wird 
die Co-Phosphatase inaktiviert. 

Durch die obenerwahnten Versuche bin ich zu der Erkenntnis 
gelangt, dass die Co-Phosphatase in Wasser und Alkohol léslich ist 
und zu einer basischen organischen Substanz gehért, die bei der 
Elektrodialyse zur Kathode iibergeht, und dass sie wohl aus ver- 
schiedenen Materialen bereitet werden kann. Dariiber hinaus be- 
stehen aber noch viele Unklarheiten tiber das Wesen der Co-Phos- 
phatase. Es scheint mir jedoch, dass die Co-Phosphatase mit Vita- 
minen, deren Struktur heute exakt ermittelt ist, nichts zu tum 
hat, da Oryzanin, Laktoflavin, Nikotinsiureamid oder Adermin die 
Wirkung der Co-Phosphatase nicht entfalten konnten. 


Hier mochte ich den Vorschlag machen, worauf ich spater noch 


naher eingehen werde, die Verbindung der Apo-Phosphatase mit 


a 


dies 
be ed 
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der Co-Phosphatase als Pro-Phosphatase und die weiter mit Mg 
verbundene Pro-Phosphatase als Holo-Phosphatase zu bezeichnen. 
Von jetzt an kommen in dieser Mitteilung beide Bezeichnungen in 
Anwendung. 


Apo-Ferment + Co-Ferment @ Pro-Ferment 
Apo-Ferment + Co-Ferment + Mg @ Holo-Ferment 


Um die quantitativen Verhaltnisse bei der gegenseitigen Re- 
aktion der Apo- und Co-Phosphatase festzustellen, wurde die elek- 
trodialysierte Co-Phosphataselésung variierend verdiinnt und zur 
bestimmten Menge der Apo-Phosphatase hinzugefiiet. Nachdem 
jede Mischune bei 387°C 1 Stunde lane gestanden hatte, wurde 
sie mit Me versetzt. Die Hydrolysenversuche ergaben, dass die 
gebildete Holo-Phosphatase mit der steigenden Menge der zugesetz- 
ten Co-Fermentlosung bis zu einem bestimmten Grad zunimmt, 
aber dartiber hinaus die Holo-Fermentbildung gleich bleibt. Es 
konnte aber dabei kein hemmender Hinfluss des tiberschiissigen 
Co-Ferments festgestellt werden (Versuch V). 

Um die Bindungsgeschwindigkeit des Apo- mit Co-Ferment zu 
untersuchen, wurden die beiden Fermentanteile, die gesondert bei 
37°C stehen gelassen wurden, miteinander gemischt und sofort, 
1 Stunde, 2 Stunden usw. danach weiter mit Mg und p-Nitrophenol- 
phosphat versetzt. Die Messung des abgespalteten p-Nitrophenols 
ergab, dass immer eine gleichgradige Hydrolyse beobachtet wurde, 
soweit das Substrat spaiter als eine Stunde nach dem Zusammen- 
mischen von Apo- und Co-Ferment. zugesetzt wurde. Hydrolyse 
vom gleichen Grade war auch dann zu beobachten, wenn die 
Mischung von Apo- und Co-Ferment vorher 24 Stunden im 
Hisschrank gestanden hatte. Dementsprechend ist es zweckmiassig 
fiir die maximale Bildung des Holo-Ferments, die beiden Ferment- 
anteile bei 37°C eine Stunde stehen zu lassen (Versuch VI). 

Die Pro-Phosphatase, welche aus Apo- und Co-Ferment synthe- 
tisch hergestellt wird, ist bei Anwesenheit von Mg fermentativ 
wirksam (vgl. Versuch X). Es wurde nun untersucht, wie die 
Bindunesgeschwindigkeit des Apo-Ferments mit dem Co-Ferment 
von der Gegenwart von Mg beeinflusst wird. Das Experiment 
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ergab, dass, wenn Meg schon vor dem Mischen des Apo- und Co- 
Ferments vorhanden ist, oder wenn es auch erst nach dem Binden 
der beiden Fermentanteile hinzugefiigt wird, die gebildete Menge 
des Holo-Ferments immer gleich ist. Die Existenz von Mg scheint 
nur in dem Zeitpunkt unbedingt notwendig zu sein, wenn die 
Hydrolyse des Substrats von statten geht (Versuch VII). 

Ich habe oben erwahnt, dass die Co-Phosphatase bei Elektro- 
dialyse zur Kathode tibergeht, wahrend in der Anodenfliissigkeit 
eine Hemmungssubstanz nachgewiesen wird. Ihr chemisches Wesen 
habe ich nicht weiter untersucht. Als ich aber nach eimer Substanz 
suchte, welche auf die Nieren-Phosphatase hemmend wirkt, fand 
ich, dass CN eine starke Hemmung ausititben kann. _ 

Uber die Phosphatasehemmung von CN liegen bereits die Ex- 
perimente von Cloetens (1939) vor. Bei meinen Versuchen war 
die inaktivierende Wirkung von CN auf das Apo- und Co-Ferment- 
gemisch schon bei 47/800 endlicher Konzentration vollkommen aus- 
gepragt (Versuch Villa). 

Die weiter ausgefiihrte analytische Untersuchung itiber die 
CN-Wirkung ergab einen interessanten Befund (Versuch VIII b). 
Die gemischte Losung des Apo- und Co-Ferments wurde namlich 
in Gegenwart des CN von jener endlichen Konzentration bei 37°C 
1 Stunde sich selbst tiberlassen und darauf mit Meg _ versetzt. 
Hierbei kam keine Ausbildung des Holo-Ferments zur Wahrneh- 
mung (Versuchsreihe A). Die Verweildauer vor dem Mg-Zusatz 
wurde bis zu 2 Minuten verkiirzt, das gebildete Holo-Ferment blieb 
aber auch gering (Versuchsreihe B). 

Die Apo- baw. Co-Phosphatase wurde nun’ je allein mit CN 
versetzt. Nach 1-stiindigem Stehenlassen bei 37°C wurden dann 
der Lésung Mg und der andere Fermentanteil, nimlich Co- oder 
Apo-Ferment, zugesetzt, um auf die Wirksamkeit zur Esterspaltung 
za untersuchen. Erst als man das Co-Ferment mit CN misehte, 
konnte durch nachherigen Zusatz von Mg und Apo-Ferment die 
Ausbildung der Holo-Phosphatase beobachtet werden (Versuchs- 
reihe C), wahrend sich bei vorheriger Mischung des Apo-Ferments 
mit CN keine Phosphatasebildung durch Zusatz von Mg und Co- 
Ferment verwirklichen liess (Versuchsreihe D). Daraus geht 
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hervor, dass CN das Apo-Ferment inaktiviert. Wenn dagegen Mg 
schon vor dem CN-Zusatz gegenwirtig war, kam eine ziemlich 
starke phosphatatische Wirkung zutage (Versuchsreihe E u. F). 
Der Mg-Apoferment-Komplex ist also gegen CN von M/800 end- 
hicher Konzentration unempfindlich. 

Nun wurden vereleichende Untersuchungen auf die Wirkung 
des CN und der oben angegebenen, zur Anode iiberfiihrbaren 
Hemmungssubstanz angestellt. Als man dem Apo-Ferment die 
Anodenlosung zusetzte und nach 1 Stunde das Co-Ferment und Mg 
hinzuftigte, kam keine Bildung der Phosphatase zustande. Dies 
war auch bei CN der. Fall. Ein deutlicher Unterschied konnte 
aber durch die folgenden Befunde erkannt werden. Die Apo- 
Phosphatase-Inaktivierung durch die Anodenfliissigkeit kann selbst 
bei vorangehendem Zusatz von Mg nicht verhindert werden. Wenn 
man andererseits im voraus das Apo-Ferment zusammen mit dem 
Co-Ferment 1 Stunde lang stehen lasst, und dann dem Gemiseh 
die Anodenlosung zusetzt, wird die Phosphatasewirkung nicht 
gehemmt (Versuch [Xa). Die Anodenlésung selbst tibt auf die 
Nieren-Phosphatase keine Hemmung aus (Versuch IX b). 

Ich habe schon friiher erwahnt, dass die dialysierte Apo- 
Fermentlosung noch eine schwache phosphatatische Wirkung 
austibt, und dass sie durch Zusatz der Anodenlésung gehemmt wird. 
Wenn man voraussetzt, dass sich jene schwache Hydrolyse bei 
Anwesenheit von Mg moglicherweise durch das Pro-Ferment, 
welches in der Apo-Fermentlésung noch tibriggeblieben ist, vollzoge, 
so scheint dem zu widersprechen, dass jenes angenommene Pro- 
Ferment durch den Zusatz der Anodenlésung unwirksam gemacht’ 
wird. Dies ist jedoch foleendermassen zu erkliren: In der Apo- 
Fermentlosung, welche aus dem Nierenpulver durch Dialyse erst 
gegen Boraxlosung und dann gegen Bicarbonatlosung hergestellt 
“und im Hisschrank aufbewahrt wird, bleibt noch ein wenig Co- 
Ferment zurtick. Dies existiert aber wegen des beigemischten 
2% igen Bicarbonats zum egrossten Teil frei dissoziiert und tritt mit 
dem Apo-Ferment nicht in Verbindung, um das Pro-Ferment zu 
bilden. Der Zusatz der Anodenloésung bewirkt daher die Inaktivie- 
rung des noch nicht gebundenen Apo-Ferments, sodass jene kleine 
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Menge Co-Ferment auch die Méglichkeit verliert, das Pro-Ferment 
zu bilden. Wenn man daher das Apo-Ferment zuerst verdtnnt 
und nach 1 stiindigem Stehenlassen bei 37°C darauf die Anoden- 
lésung einwirken liisst, wird keine Hemmung beobachtet (Versuch 
IX ce). Das Verbinden des Apo-Ferments mit dem zurtickbleiben- 
den geringen Co-Ferment muss wihrend jener 1 sttindigen Er- 
wirmung der durch den Wasserzusatz verdiinnten Apo-Ferment- 
lésunge stattgefunden haben. 

Seit Erdtmann (1927, 1928) Phosphataseaktivierung durch 
Mg Ionen beobachtete, stellten sich viele Forscher die Aufgabe, 
den Wirkungsmechanismus dieser Ionen aufzuklaren. Erdtmann 
(1928) hat angenommen, dass sich das Mg mit dem Ferment, das 
an sich schon wirksam ist, verbindet und dass dieser Mg-Ferment- 
Komplex eine starkere Esterspaltung ausiiben kann, weil der Kom- 
plex gegentiber der hemmenden Wirkung des abgespalteten Phos- 
phats weit unempfindlcher als das Mg-freie Ferment ist. Diese 
Annahme wurde von Holmberg (1935) unterstiitzt. Jenner 
und Kay (1931) behaupteten, dass Me das Co-Ferment der alkali- 
schen Phosphatase ist und mit dem Ferment einen Komplex bildet. 
der. eine hdhere Affinitat als das freie Ferment zum Substrat 
dussert. Nach Bamann (1934) ist die Mg-Aktivierung der Phos- 
phoesterase vom jeweiligen Zustand des Enzyms abhangig. Dieser 
Autor nimmt die intermediaire Bildung der Mg-Enzym-Substrat- 
verbindung an, die eine griéssere Zerfallsgeschwindigkeit als die 
Enzym-Substratverbindung besitzt. D. Albers (1939) stellte 
dagegen die Behauptung auf, dass Me nicht dem Co-Ferment 
angehort, weil es sich nicht an das Ferment koppelt, und dass Mg 
Tonen nur die Wirkung des ausgebildeten Ferments erhdhen. 

Ich habe wie oben erwaihnt den Wirkungsmechanismus von 
CN und der Anodenlésung analytisch studiert und kam zu dem 
Schluss, dass das Mg als ein Bestandteil der alkalischen Phos- 
phomonoesterase im Fermentmolekiil komplex gebunden ist. Die 
Bindung der Mg Ionen geschieht sehr schnell. Sowohl die Nieren- 
phosphatase von Albers als auch das aus Apo- und Co-Ferment 
hergestellte Pro-Ferment iibt nur bei Gegenwart von Mg eine starke 
Hsterverseifung aus (Versuch X). 
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Der Aufbau der Phosphomonoesterase ITI ist meines Erachtens 
folgender: Das Apo-Ferment bindet einerseits Mg und bildet so 
den Magnesium-Apo-Ferment-Komplex, der weiter mit dem Co- 
Ferment in Verbindung geht. Die Holophosphomonoesterase IIT 
wird damit ausgebildet. Das Apo-Ferment tritt andererseits mit 
dem basischen Co-Ferment in Verbindung, um das Pro-Ferment zu 
bilden. Das Pro-Ferment verbindet sich weiter mit Mg zur Bildung 
des Holo-Ferments. Wiahrend das Holo-Ferment durch CN von 
hoher Konzentration z. B. M/100 inaktiviert wird, kann weder die 
Anodenlésung noch CN von M/800 endlicher Konzentration die 
Wirkung des Holo-Ferments hemmen. Das Apo-Ferment wird 
dagegen durch diese beiden inaktiviert. Der Magnesium-Apo- 
Ferment-Komplex wird durch die Anodenlésung inaktiviert, aber 
nicht dureh CN von M/800 endlicher Konzentration. Das Pro- 


Ferment wird durch CN von dieser Konzentration ausser Tatigkeit 


gesetzt, aber nicht durch die Anodenlosung. 


Diese Untersuchungen wurden unter Leitung von Herrn Prof. 
Akamatsu mit der finanziellen Unterstiitzung ausgefiihrt, die 
dem Professor vom Unterrichtsministerium zur Forderune der 
wissenschaftlichen Forschungen zur Verftigung gestellt wurde. 


Experimentelier Teil. 
I. HersteLLuNG DES FERMENTS. 


a) Alkalisehe Phosphomonoesterase (Phosphomonoesterase IIT). 


Nach der Vorsechrift von H. und E. Albers (1935) wurde das 
Trockenpraparat aus der unter Zusatz von Toluol und Essigester 
in 50% Alkohol. autolysierten Schweineniere durch Fallen mit 
Alkohol von 65% Endkonzentration zereitet. Ausbeute: 0,54 @ aus 
2702 Nierenbrei. Die bei den nachstehenden Experimenten ge- 
brauchte Stammldsung der Phosphatase enthielt 0,4 oder 0,5 mg 
Pulver pro eem Loésung. Fiir die Apo-Ferment-Herstellung nach 
der spiiter zu erwibnenden Methode wurde immer die frisch geloste 
Phosphatase von dieser Konzentration gebraucht. 


b) Kleien-Phosphatase. 
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Man extrahiert Reiskleie mit einer 10 fachen Menge Wasser 
unter Zugabe von Toluol und Chloroform im Brutofen durch 2 Tage 
und dialysiert den zentrifugierten Extrakt 2 Tage gegen destil- 
liertes Wasser, bis anorganischer Phosphor nicht mehr nachweisbar 
ist. Diese Lésung enthalt Phosphomonoesterase II, die bei Pu 5,5 
optimal wirkt und durch Erhitzen 5 Minuten auf 100°C ganz un- 
wirksam gemacht wird. 


II. SuBsTRatve. 


1. Natrium p-Glycerophosphat. 


2. Natrium p-Nitrophenolphosphat (NO2C¢H4-O-PO3Naz ° 
2H20). ‘ 


Unter diesen zwei Substraten habe ich meist p-Nitrophenol- 
phosphat (nachfolgend kurz NPP genannt) gebraucht, um erstens 
das Fermentmaterial zu sparen. Die p-Nitrophenolmethode ist 
zweitens zur Messung des ausserst geringen Hydrolysengrades sehr 
bequem, der z.B. bei den Hydrolysenversuchen durch das Apo- 
Ferment allein, bei der Priifung der Wirkung von den hemmenden 
Substanzen oder bei den absichtlich ohne Mg angestellten Versuchen 
zu beobachten ist. ‘ 

Zur Messung der Hydrolyse pipettiert man 5cem Versuchs- 
losung in ein Reagenzglas, setzt 5eem 10%ige Trichloressigsaure 
dazu und filtriert. 5cem Filtrat wird mit 4ccem_ gesattigter 
Na:CO3-Losung alkalisch gemacht und mit Wasser auf 10 ccm auf- 
gefullt. Andererseits macht man 1-5 eem M/4,000 p-Nitrophenol 
ebenfalls alkalisch und fiillt mit Wasser auf 10 cem, um es als Ver- 
gleichslosung zu verwenden. Der Hydrolysengrad kann nach der 
Kolorimetrie leicht ermittelt werden. Bei der P-Bestimmung 
wurde nach der Methods von Fiske und Subbarow vorgegangen. 

Zusammensetzung der Versuchslosungen und Zeitdauer der 
Versuche werden bei jedem Experiment angegeben. Als Puffer- 
losung kam Veronal-Acetatpuffer von Michaelis zur Verwendung. 


III. Ercesnissn. 


a 
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I. Inaktivierung der Phosphataselésung bei 
Dialyse und Reaktivierung durch Zusatz 
von Kleien-Phosphataselésung und 
von ihrer erhitzten Lésung. 


a) Die Nieren-Phosphataselésung «wurde im Kollodiumsack 
gegen destilliertes Wasser 40 Stunden lang dialysiert. 


A B Cc 
Nicht dialysiertes Nierenferment 1,0 ecm 0 0 
Dialysiertes Nierenferment 0 1,0 eem 1,0 eem 
Kleien-Phosphatasel6sung 0 0 One 
Veronal-Acetatpuffer (PH 9,0) Sul) 5. BAO sy 30'S; 
Destilliertes Wasser BO) BHO) a3 230) 5 


Jedes Gemisch wurde im Hisschrank 24. Stunden stehen 
gelassen, dann auf 37°C erwarmt und versetzt mit: 


M/20 MgCle 1,0 cam 1,0 ecm 1,0 ccm 
M/100 8-Glycerophosphat Py, 200 ORO 3. 
P in 10 cem Versuchslosung nach 0,321mg 0,014mg 0,061 mg 


10 Minuten Hydrolyse 


bh) Kleien-Phosphataselésung wurde im siedenden Wasserbad 
5 Minuten erhatzt und filtriert. 


A B C 
Nicht dialysiertes Nierenferment 1,0 ecm 0 0 
Dialysiertes Nierenferment 0 1,0 cem 1,0 eem 
Erhitzte Kleien-Phosphatase 0 0 150. saa 
Veronal-Acetatpuffer (PH 9,0) BAO es Sime BHO! ss, 
Destilliertes Wasser 3.00; SOc PAWN es 


Das Gemisch wurde 24 Stunden im EHisschrank stehen gelassen, 
dann auf 37°C erwérmt und versetzt mit: 


M/20 MgCls 1,0 eem 1,0 cem 1,0 cem 
3/100 B-Glyeerophosphat 250 pes 2,0) >, AVM ce 
P in 10 cem Versuchslosung nach 0,334 mg 0,022 mg _ 0,083 mg 


10 Minuten Hydrolyse 


Il. Herstellung des Apo-Ferments. 


Die Loésung des Nierenpulvers wurde bei verschiedenen 
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Aziditaten und gegen verschiedene Salzlésungen dialysiert. Bei 
der Dialyse gegen die sauer reagierenden Losungen ging die 
Inaktivierung schnell vonstatten, so dass das Apo-Ferment nicht 
gewonnen werden konnte. Dialyse gegen neutrale Salzlosungen 
verursachte auch Inaktivierung. Als die Dialyse gegen sehr 
verdiinnte (PH=9) Natriumearbonatlésung durchgefiihrt wurde, 
fand die Inaktivierung selbst nach 4 Tagen kaum statt. Daraufhin 
wurde Dialyse gegen verschiedene schwach alkalisch reagierende 
Salzlésungen ausgefiihrt und ich habe gefunden, dass es am zweck- 
miissigsten ist, die Nierenpulverlésung, welche im voraus durch 
Abzentrifugieren von unldslichen Substanzen befreit war, erst einen 
Tag gegen 1%ige Boraxldsung und dann einen Tag gegen 2% ige 
Natriumbicarbonatlésung zu dialysieren. Dialyse wurde bei Um- 
gebunestemperaturen unterhalb von 10°C ausgefiihrt, sonst lasst 
sich die Abschwachung der Apo-Phosphatase nicht vermeiden. 

Die auf solche Weise hergestellte Apo-Phosphatase ist eine 
farblose klare Lésung und zeigt einen PH-Wert von 8,4. Diese 
Lésung kann im Eisschrank ohne Einbiissung der Wirksamkeit 
einige Monate aufbewahrt werden. Wenn man sie aber mit Wasser 
verdiinnt, wird die Wirkung als Apo-Ferment allmahlich abge- 
schwicht und geht nach 5 Tagen fast ganz verloren. Bei den Ver- 
suchen, in denen NPP als Substrat zu "Verwendung kam, wurde 
jene Stammlodsung des Apo-Ferments jedesmal frisch verdiinnt und 
zum Experiment gebraucht. 

Das Apo-Ferment wurde mit oder ohne Zusatz der erhitzten 
Kleien-Phosphatase 20 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, um 
dann damit den Versuch I zu wiederholen. 


A B Cc 
Nicht dialysiertes Nierenferment 1,0 cem 0 0 
Jialysiertes Nierenferme 
ae ce entermens 0 1,0 cem 1,0 cem 
Erhitzte Kleienphosphatase 0 0 Or aes 
Veronal-Acetatpuffer (PH 9,0) Sel ionis Se Oa (heres 
Destilliertes Wasser 3,003, SON a5 2,0 


4 
Das Gemisch wurde im Eisschrank 20 Stunden stehen gelassen, 
dann auf 37°C erwairmt und versetzt mit: 


LN 
4 
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M/20 MegCle 1,0 cem 1,0 cem 1,0 cem 
M/100 B-Glycerophosphat PON 8s, ee, oars 
P in 10 cem Versuchslésung nach ry 
10 Minuten Hydrolyse 0176 mg 0,019 mg - 0,202mg 


Ill. Vorkommen des Co-Ferments. 


Man digeriert Schweineleber, -niere, Trockenhefe (Ebios) 
sowie Reiskleie in 10 fachem Volumen Wasser unter Toluolzusatz 
2 Tage bei 37°C, dialysiert die Autolysate bis zum Verschwinden 


des anorganischen Phosphors, erhitzt 5 Minuten im_ siedenden’ 


Wasserbad, filtriert und versetzt das Filtrat, um sein Co-Phos- 
phatasegehalt zu priifen, mit dem Apo-Ferment. Von diesem 
Experiment an wurde bei allen Versuchen die p-Nitrophenol- 
‘methode angewandt. 


25 fach verdtnnte Apo-Fermentlésung 1,0 cem 
Zu priifende Co-Fermentlésung od. Wasser Ola 
Veronal-Acetatpuffer (Pu 9,0) 3/0— 
Destilliertes, Wasser 20) 


Die Mischung wurde bei 37°C eine Stunde stehen gelassen, 
dann mit folgender Losung versetzt : 


M/20 MgCle j 1,0 cem 
M/400 NPP 2,0 
Hydrolyse nach 1 Stde 
Apo-Ferment 10,3 % 
+ + Leberkochsaft 49,3 » 
i, + Nierenkochsaft 41,7 » 
a + Kleienkochsaft 41,7 » 
” + Hefekochsaft 34,0 » 


IV. Uber das Co-Ferment. 
a) Reinigung. 


Die oben erwihnten, erhitzten Autolysate von Schweineniere, 
-leber und Reiskleie wurden unter vermindertem Druck getrocknet, 
jeder Riickstand mit Absolutalkohol bei 40°C extrahiert, der Ex- 


290 S. Kumai: 


trakt durch Zentrifugieren geklart und wieder unter vermindertem 
Druck getrocknet. Der Riickstand Jost sich klar in Wasser. Diese 
hellgelbe Losung entfaltet eine Co-Phosphatasewirkung, wie nach- 
stehende Protokolle zeigen. 

Elektrodialyse: Dazu wurden die aus Alkoholextrakt herge- 
stellten Co-Fermentlésungen gebraucht. Als Scheidemembran 
diente Pergamentpapier. Beide Elektrodenkammern wurden mit 
destilliertem Wasser von gleichem Volumen wie die Co-Ferment- 
lésung gefiillt. Die Stromspannung war 100 Volt. Wahrend der 
Dialyse ging der hellgelbe Farbton in der Mittelkammer nach und 
nach zur Anode iiber. Die Hlektrodialyse von 30 cem Co-Ferment- 
lésung endete nach fast 7 Stunden. Die Higenschaften der er- 
haltenen Losungen waren folgende: 


Kathodenlosung farblos klar PH 8,2-8,6 

Mittelkammer- farblos od. etwas ge- Praé 
losung hellgelb triibt 2 

Anodenlosung hellgelb klar PH 3,6-4,4 


Nun wurde jede Fraktion mit N/10 NaOH zu Pu 9 korrigiert 
und auf den Co-Phosphatasegehalt untersucht. Die Kathoden- 
ldsungen iibten jedesmal eine starke Co-Fermentwirkung aus, wie 
nachstehende Protokolle zeigen. 

Zur einfachsten Herstellung des Co-Ferments soll man bloss 
das dialysierte Kleienautolysat 5 Minuten auf 100°C erhitzten, 
filtrieren und dann elektrodialysieren. Die so gewonnenen Frak- 
tionen besitzen fast gleiche Higenschaften wie jene des Alkohol- 
extraktes. Die Priifung auf das Co-Ferment wurde ebenso wie 
bei Versuch III ausgefiihrt. Hydrolysedauer war 1 Stunde. 


Herkunft des Co-Ferments ines St Ree 
Leber Niere Kleie Kleienextrakt 
Apo ohne Co-Zusatz 11,7 % OPS i. VAIEGG 12,0 % 
Apo+Co-F. vor E-Dialyse |, 44,0 » 27,6 » 24,4 » 41,2 » 
Apo + Kathodenlosung 56,2 86,0 » 27,8 » 60,2 » 
Apo -+ Mittelkammerlésung 12,8 » 11,9 » 10,5 » 24,2 » 
Apo+ Anodenlosung 4,3 » 4,0 » 4,7 » 7,4 » 
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In allen Fallen tibt die Kathodenlésung eine starke Co- 
Fermentwirkung aus und die Hydrolyse geht dabei immer stiirker 
als beim Gebrauch der nicht elektrodialysierten  Originallésung 
vonstatten. Im Gegensatz dazu hemmt die Anodenlisung die 
schwache phosphatatische Wirkung, welche im Apo-Ferment iibrig 
bleibt. 


b) Wirkung der Mischung von Kathoden- mit Anodenlisung. 


Es wurden die aus dem Alkoholextrakt der Schweineleber 
gewonnenen Lésungen verwendet. 


A B C D E 
25 fach verdiinntes Apo-F. 10cem* 1,0cem 1,0 cem 10eem 1,0 ccm 
Co-F. vor Elektrodialyse 0 150) ee 0 0 0 
Kathodenlosung 0 0 DPAOVE WO 5, 0 
Anodenloésung 0 0 VERON es « 0 NAO c, 
Veronal-Acetat (Pu 9,0) BO te BO) oy BO es BD) Pye 310 ee 
Destilliertes Wasser Al) oe 200%, AP a PAO 2 Ors 


Jedes Gemisch wurde bei 37°C 1 Stunde stehen gelassen und 


versetzt mit: 


M/20 MegCle DADS; ISOs 5; NEOs 1,0° 5, Ones 
M/400 NPP DAO Mes BA Be Ones 2: 
Hydrolyse nach 1 Stde 10,4% 44,0% 42,6% 57,29% 4.4% 


c) Eigenschaften des Co-Ferments. 

2eem Kathodenlésung aus Schweineleber wurde mit 2 ecin 
N-HCl 5 Minuten gekocht und mit 2cem N-NaOH neutralisiert. 
3 ccm dieser Lésung dienten als Co-Fermentlésung in der Versuchs- 
anordnung wie bei dem vorangehenden Versuch. Der beobachtete 
Hydrolysengrad war derselbe wie bei Verwendung von 1 cem un- 
behandelter Kathodenlésung. Falls die Kathodenlosung aber ‘mii 
dem gleichen Volum N-NaOH 5 Minuten gekocht und neutralisiert 
wurde, verminderte sich ihre Wirkung als das Co-Ferment. Die 
Kathodenlésung wurde dann bald ohne Zusatz, bald nach Ansauern 
mit N/10 HCl im Platintiegel abgedampft und verascht, der Riick- 
stand in Wasser gelést und neutralisiert. Die Liésung tibte keine 


292 S. Kumai: 


Co-Fermentwirkung aus. Die Kathodenlosung wurde andererseits 
mit HoSO, stark angesduert und mit Phosphorwolframsaure solange 
versetzt, bis sich kein weisser Niederschlag mehr absetzt und dann 
zentrifugiert. Sowohl aus der Aufschwemmung des Niederschlags 
wie aus der tiberstehenden Lésung wurde Phosphorwolframsaure 
durch Baryt, dann das iiberschiissige Barium durch CO2 und N/10 
H.SO. beseitigt, die Lésung mit V/10 NaOH alkalisch zu Pu 9 
gemacht, mit Wasser auf das Volumen der urspriinglichen 
Kathodenlésung aufgeftillt und zum Aktivierungsversuch des Apo- 
Ferments angewandt. Im PWS-fallbaren Anteil fehlte die Co- 
Fermentwirkung, wahrend die nicht fallbare Fraktion jene 
Wirkung im gleichen Grade wie die Original-Kathodenlosung ent- 
faltete. 5cem Kathodenlésung. wurden zum letzten. mit 0,5 ¢cem 
konz. HCl und einem Kornchen des Natriumnitrit versetzt, bei 
Zimmertemperatur etwa 10 Minuten stehen gelassen, dann im 
siedenden Wasserbad erhitzt, um HNOz, vollstandig zu entfernen, 
und nach Abktihlen mit 15% NaOH neutralisiert. 1lcem der 
Lésung wurde zum Co-Phosphataseuntersuchung gebraucht. Das 
Resultat war negativ. NaNQOzs selbst tibte keine Hemmung auf 
die aus dem Apo- und Co-Ferment aufgebaute Phosphatase aus. 


d) Nichtvertretbarkeit durch Vitamin. 


Wasserige Lésung von Oryzanin (0,05mg B, in 1,0 cem), 
Bioflavin-Sankyo (0,0025 mg Bz in 1,0 cem), Adermin (0,5-0,05 mg 
Be in 1,0 ecm), 1%ige neutrale Nikotinsdure und Nikotinsiureamid 
besassen die Wirkung des Co-Ferments nicht. Bei dieser Gelegen- 
heit mdchte ich der Sankyo-Aktiengesellschaft meinen besten Dank 
fur ihre Freundlichkeit, mir die Vitaminpraparate zur Verfiigung 
zu stellen, aussprechen. 


V. Reaktionsverhaltnis zwischen Apo- und 
Co-Ferment. 


25 fach verdiinnte Apo-Fermentlésung 1,0 ecm 


Verdiinnte Kathodenlésung aus Kleien- 
Co-Ferment 


Veronal-Acetatpuffer (Pu 9,0) 3,0 
Destilliertes Wasser 3,0- A ecm 
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Jedes Gemisch wurde bei 37°C 1 Stunde stehen gelassen und 
versetzt mit: 


M/20 MgCl. 1,0 cem 
M/400 NPP 200s 
Kathodenlésung A Hydrolyse nach 1 Std. 
64 fach verdiinnt 1,0 cem 16,5 % 
By es) ” ” 21,5 » 
16 » ” ” 34,8 » 
8 » 2 ” 38,5 » 
4 » ” ” 40,8 » 
2 » ” ” 40,4 » 
unverdunnt : ” 40,8 » 
” 2,0 com 40,5 » 
” 3,0 » 40,8 » 
ohne Co-Ferment 0 9,9 » 


Der Versuch mit leem 4 fach verdiinnter Kathodenlésung 
wies schon den hodchsten Hydrolysengrad auf. Je verdiinnter die 
Lésung wurde, desto geringer war der Hydrolysengrad, aber bei 
konzentrierter Losung blieb die Hydrolyse gleich gross. 


VI. Bindungsgeschwindigkeit des Apo- mit 
Co-Ferment. 


F—Gemisch: 


25 fach verdiinntes Apo-Ferment 1 Teil 

4 fach verdiinnte Kathodenlés. aus Kleie ee 

Veronal-Acetatpuffer (PH 9,0) Syerie 
S—Gemisch: 


M/20 MgCle 
Destilliertes Wasser 
M/400 NPP 


1 
2 
WA ch 

F-Gemisch wurde gleich nach Herstellung auf 37°C erwarmt 
und 5eem davon sofort, nach 1, 2, 8, und 5 Stunden in 5 ccm 
vorher erwirmtes S-Gemisch einpipettiert. Die Hydrolyse wurde 
nach 1 Stunde gemessen. Ausserdem versetzte man das F-Gemisch, 
welches 24 Stunden in den Hisschrank gestellt und emige Minuten 
vor dem Versuch -erwiirmt worden war, mit dem S-Gemisch, um 
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die Hydrolyse von NPP damit zu priifen. 


Zeit des Substratzusatzes 


Hydrolyse nach 1 Std. 


Sofort 

nach 1 Std. bei 37° 
2 2 Stdn. ” 
ao” Bh 3 ” 


2? oO ” 3) 


» 24 » jm Hisschrank 


15,8 % 
47,9 » 
48,2 » 
47,3 » 
47,0 » 
47,3 » 


VII. Einfluss von Mg auf Pro-Phosphatasebildung. 


Um ein klares Bild iiber den Einfluss von Mg zu gewinnen, 
ist die Verkiirzung der Hydrolysedauer erforderlich. Ich habe 
daher die Versuche mit 5 fach verdiinnter Apo-Fermentlosung aus- 
gefiihrt und den Hydrolysegrad nach 10 Minuten gemessen. Diese 
verdtinnte Apo-Fermentlosung tibte ohne Zusatz von Co-Ferment 
bei der nachstehenden Bedingung in 10 Minuten eine 10,8%ige 


Hydrolyse aus. 


5 fach verdiinntes Apo-F. 


Co-F. (Kathodenlés. aus Kleie) 


Veronal-Acetat (Pu 9,0) 
M/20 MgCle 
Destilliertes Wasser 


Nach verschiedener Verweildauer 


1,0 
1,0 
3,0 
1,0 
2,0 


A B 
ecm 1,0 eem 
33 O55 
> 3,0 5, 
a 0 
4 2.0103 f 


bei 37°C wurde jedes 
Gemisch mit nachstehenden Liésungen versetzt: 


M/20 MegCle 0 1,0 eem 
M/400 NPP 2,0 cem 2 Oaae 
Hindincedaner Hydrolyse nach 1 Std. 
von Apo-F.+ Co-F. A B 
Sofort 34,3 % 
15 Min. 43,8 % 44,8 % k 
30.» 56,0 » 54,4 » 
1 Std. 56,0 » 56,4 { 


‘ 


BB) 


to 


Uber die Phosphomonoesterase. : 


Ein Blick in die obige Tabelle lehrt, dass Me auf die Bindungs- 
geschwindigkeit von Apo- und Co-Ferment keinen Einfluss ent- 
faltet. 


VIII. Hemmende Wirkung des Cyanid. 
a)  Konzentration von KCN. 


Die Apo-Fermentlésung wurde mit verschieden verdiinnten 
KCN-Losungen versetzt. Die Reaktion der Cyanid-Lésung wurde 
vorher mit HCl zu Pu 9 eingestellt. 


25 fach verdtinntes Apo-Ferment 1,0 cem 
Co-Ferment (Kathodenlés, aus Kleie) NERD Ss 
KCN (M/10—M/640) Wy. Ohees 
Veronal-Acetat (PH 9,0) BD)! os 
Destilliertes Wasser ie Os 


Das Gemisch wurde auf 37°C erwarmt und nach 1 Std. weiter 


i 


versetzt mit: 


M/20 MgCle 1,0 cem 
M/400 NPP BR ee 
F) 
Endliche Konzentration Hydrolyse nach 
Rea 1 Std. 2 Stdn. 
M/100 0 ee 
M/200 0 0 
M/400 0 1,7 % 
M/800 3,1% 4,7 » 
M/1600 17,0 » 32,6 » 
M/3200 42,4 » 63,6 » 
M/6400 46,7 » 67,5 » 
ohne KCN 44,3 » 66,7 » 


hb) Einfluss des KON auf das Apo- und Co-Ferment. 
Die Komponenten von jedem Versuchsansatz wurden in der 
unten angegebenen Reihenfolge hintereinander gemiseht. 


\ 
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A B Cc. D E F 1G, Ka 

25 fach verd. Apo-F. 1,0 1,0 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Co-F. (Kathodenlés. 1.0 1,0 1,0 0 0 1,0 0 1,0 

aus Kleie) 2 
Veronal-Acetat a 2.0 30 30 3.0 

(Px 9,0) 3,0 3,0 3,0 3,0 Be ‘ ; 3 
Dest. Wasser ak 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 3,0 2.0 
M/20 MgCle 0 0 0 0 1,0 1,0 1,0 0) 
M/80 KCN SOE 10 1,0 1,0 1,0 1,0 0 0 
Verweildauer bei 37° 1St. 2Min. 1S8t. 1St. 1St. 0 0 0 
25 fach verd, Apo-F. 0 0 1,0 0 0 0 0 0 
Co-F, (Kathodenlos. 0 0 0 1,0 1.0 0 0 0 

aus Kleie) 
M/20 MgCle 1,0 1,0 1,0 1,0 0 0 0 0 
Verweildauer bei.37° 1St. -1St. 1St. -1St. WS SIS ablisiine sibsus 


1/400 NPP 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 


oo nach 2.4% 11,8% 36,8% 2.1% 35,8% 36,4% 9,1% 40,6% 


IX. Hemmende Wirkung der Anodenloésung. 


Die Anodenlosung aus Leber wurde vorher mit N/10 NaOH 
auf Pu 9 gebracht. 


. . e % 
a) Einfluss der Anodenlésung auf das Apo-Ferment. 


A B Cc D E F G 
25 fach verd. Apo-F. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Co-F. (Kathodenlés. 

A 0 0 0 1,0 1,0 0 1,0 
Veronal-Acetat. : ; 

(Px 9,0) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 ; 
Dest. Wasser 2,0 1,0 1,0 1,0 a0) 3,0 2,0 
M/20 MgCle 0 0 1,0 0 1,0 0 
Anodenlosung 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 0 0 
Verweildauer bei 37° 0 18t. 1 St. 1St. 0 0 0 
Co-F. (Kathodenlos. 

aus Leber) 0 1,0 1,0 0 0 0 0 
M/20 MgCle 1,0 IG) 0 1,0 0 1,0 1,0 
Verweildauer bei 37° 1St. Ste St. Sie 18t. St. ILS 
W/400 NPP 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 


Hy dr olyao vac : , 
ee eS 53%  5,3%  5,4% -38,7%  37,4%  8,7% 39,4% 


Y 
Pa 
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Aus diesen Versuchen ergibt sich, dass die Anodenlésung un- 
abhangig von der Ab- und Anwesenheit der Mg Ionen das Apo- 
Ferment inaktiviert, wahrend diese Inaktivierung durch vorhe- 
rigen Zusatz des Co-Ferments aufgehoben wird. Um festzustellen, 
ob eine solche Beziehung zwischen dem Pro-Ferment wid der 
Anodenlésung besteht, wurde nachstehender Versuch ausgefiihrt. 


b) Einfluss der Anodenlosung auf das Pro-Ferment. 

Als Pro-Phosphataselésung diente 25 fach verdiinnte Stamm- 
losung des Nierenpulvers. In folgenden Protokollen wird diese 
Fermentlosung der Einfachheit halber als verdiinnte N-Phos- 
phataseldsung angegeben. 


A B C D E F 
Verd. N-Phosphataselos. 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
Veronal-Acetat. (PH 9,0) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
Dest. Wasser 3,0 2,0 2,0 2,0 4,0 a 
M/20 MgCl 0 1,0 0 0 0) 0 
Anodenlosung 1,0 1,0 1,0 1,0 0 0 
Verweildauer bei 37° 0 0 0 1 St. 0 0 
M/20 MgCle 4) 0 1,0 1,0 0 1,0 
M/400 NPP 2,0 2,0 2,0 2, 2,0 2,0 


Hydrolyse nach 1 Std. , 2.6% . 23,4% 23,7% 18,3% 2,7% 23,4% 


Das Experiment zeigt, dass die Anodenlésung fast keine Wir- 
kung auf das Pro-Ferment austbt. 


c) Einfluss der Anodenlésung auf Phosphatasewirkung, 
welche von dem Apo-Ferment noch ausgetibt wird. 


A B C 
25 fach verdiinntes Apo-F. 1,0 1,0 1,0 : 
Veronal-Acetatpuffer (PH 9,0) 3,0 3,0 3,0 
Dest. Wasser 2,0 2, 3,0 
Verweildauer bei 37° 0 1 St. 0 
Anodenlosung 1,0 an@) 0 
Verweildauer bei 37° isis 1St. IGS 
M/20 MgCle 1,0 1,0 1,0 

¢ € i>) 
M/400 NPP 2,0 2,0 2,0 
Hydrolyse nach 1 Std. 4,9% 9,2% 12,0% 
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Das Apo-Ferment, welches bei 37° eine Stunde erwarmt wurde, 
liess sich dureh die Anodenlésung schwer hemmen. - 


X. Wirkung von Magnésium. 


A B C 

ohne Mg mit Mg ohne Mg mit Mg ohne Mg mit Mg 
Verd. N-Phosphataselos. 1,0 1,0 0 0 0 @ 
25 fach verd. Apo-F. 0 0) . 1,0 1,0 1,0 1,0 
Co-F. (Kathodenlos. aus Leber) 0 0 1,0 1,0 0 0 
Veronal-Acetat (PH 9,0) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
Dest. Wasser 4,0 3,0 3,0 2,0 4,0 3,0 
Verweildauer bei 37° 0 0 USEé. ISt, 0 0 
M/20 MgCle 0 1,0 0 1,0 0 1,0 
M/400 NPP 2,0 2,0 2.0 2,0 2,0 2,0 
Hydrolyse nach 1 Std. 4.1% 48,7%» 4.8% 510%  1,4% 7,0% 


ZUSAMMENFASSUNG. 


1. Die alkalische Phosphomonoesterase, némlich die Mono- 
esterase III, setzt sich aus Apo-Phosphatase III, Co-Phosphatase 
und Magnesium zusammen. Die Apo-Phosphatase III tritt mit Co- 
Phosphatase in Verbindung und bildet die Pro-Phosphatase III. 
Die Pro-Phosphatase reagiert weiter mit Magnesium und liefert 
die Holo-Phosphatase III. Das Apo-Ferment kann sich aber direkt 
mit Magnesium verbinden. Diese Magnesium-Apo-Phosphatase ITI 
verknitipft sich mit Co-Phosphatase und bildet sich zur fermentativ 
wirksamen Holo-Phosphatase IIL ‘aus. 

2. Man kann eine kraftige und haltbare Apo-Fermentlisung 
dadureh gewinnen, dass man die Lésung des Nierenpulvers von 
Albers erst gegen 1% ige Boraxlosung dann gegen 2%ige Natrium- 
bikarbonatlosung dialysiert. 

3) Co-Phosphatase kann durch Erhitzen des dialysierten 
Autolysats von Leber, Niere, Reiskleie und Hefe bereitet und weiter 
durch HElektrodialyse gereinigt werden. 

4. Bei der Elektrodialyse geht das Co-Ferment zur Katho- 
denkammer tiber und wird von einer noch unbekannten, zur Anode 
ubertiithrbaren Substanz befreit. 

5. Das Co-Ferment ist eine organische Substanz von basischer 


EDs Vie a 9 2 


Uber die Phosphomonoesterase. 299 
Natur. Vitamin B,, Bs, Adermin und Nikotinsiureamid haben 
keine Wirkung der Co-Phosphatase. 

6. Die Bindung von.Co- und Apo-Ferment vollzieht sich bei 
37°C in 1 Stunde. Die Geschwindigkeit der Pro-Phosphatase- 
bildung wird durch Mg nie beschleunigt. Das Apo- sowie Pro- 
Ferment bindet Magnesium dusserst schnell. 


ics 
Phosphatase III. Aber bei vorangehendem Zusatz von Mg lisst 


CN inaktiviert sowohl Apo-Phosphatase III als auch Pro- 


sich keine Inakivierung durch CN erkennen. Dementsprechend sind 
Magnesium-Apo-Phosphatase [1I-Komplex und Holo-Phosphatase 
III gegen CN (4/800) unempfindlich. 

8. Der Inhibitor, welcher in der Anodenlésung enthalten ist, 
inaktiviert Apo-Phosphatase III. Die Wirkung dieses Inhibitors 
wird durch vorherigen Zusatz von Magnesium: nicht, aber wohl 
von der Co-Phosphatase aufgehoben. Infolgendessen werden Pro- 
Phosphatase III und Holo-Phosphatase III durch die Anwesenheit 
der Hemmunessubstanz nicht beeinflusst. 
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Recently evidences have been accumulating from the studies 
on the enzymic disintegration of carbohydrates and amino acids, 
and revealed the importance of a-ketonie acids as the intermediary 
metabolic products. The increased variety of a-ketonie acids which 
can be expected to appear in tissues makes it necessary to under- 
take an extensive investigation on the metabolism of these acids 
including the well-known pyruvie acid, the intermediate of the 
earbohydrate metabolism. 

The chemical reactions by which pyruvie acid is metabolized 
in organisms have been proved to be of profound complexity. The 
acid may be subjected to the following enzymic actions under 
aerobic and anaerobic conditions : 

1) ‘Decarboxylation, CH3:-CO-COOH=CHs3:-CHO+C0Oz; 

2) Reduction, CH3;-CO:COOH+2H—=CH;:-CHOH- COOH; 

3) Dismutation, 2CH;-CO-COOH+H2,O0=CH;:CHOH - 

COOH+CH3-COOH+CO2; 

4) Partial oxidation, -CH3;-CO-COOH+430.=CH;: COOH 

+COz; 

5) Complete oxidation, CH; - CO; COOH+23$02=3CO, 

+ 2H.0. 

This investigation was attempted to reveal the relation between 
the velocity of enzymic reactions of the a-ketonic acids and their 
chemical structure. For this purpose, 10 a-ketonic acids and a 
B-ketonie acid were submitted to the following enzymic changes: 
1) Decarboxylation by carboxylase, 2) dismutation with triose- 
phosphate by triosephosphate mutase, 3) anaerobic dismutation by 
rat’s brain, 4) dismutation and oxidation by lactic acid bacteria. 


27\) 
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The a-ketoniec acids employed were as follows: pyruvic, a-Keto- 
butyric, a-keto-n-valeric, a-keto-isovaleric, a-ketocapronic, phenyl- 
glyoxylic, phenylpyruvie, phenyl-a-ketobutyric, oxaloacetic and a- 
ketoglutaric acids. Acetoacetic acid was also used in some reactions 
as the representative of the /-ketonic acid. 


EXPERIMENTAL. 
Synthesis of ketonic acids. 

1- Pyruvie acid, CH,;-CO-COOH: The sample prepared 
from tartarie acid by the Langenbeck and Hutschenreuter 
method (1930) was repeatedly distilled, and the fraction which 
boiled at 65°C /10 mm He was converted into sodium salt according 
to the method of Langenbeck and his co-workers (1933). 

2) a-Ketobutyric acid, CH3;-CH2:CO-COOH: Prepared 
from methyloxaloacetic ester by the Arnold method (1888). F. P., 
31.5-82°C. Boiling point, 85°C /21 mm Hg. 

3) a-Keto-n-valeric acid, CH3-(CH2)2,:CO:-COOH: Pre- 
pared from oximino-n-valeric ester according to the principle of 
the Sen method (1923) for the synthesis of a-keto-isovalerie acid. 
3oiling point, 76-78°C/11 mm He. 


CHs. ay -CO-COOH: Prepared 


from oximinodimethylpyruvie ester by the Sen method (1923). 
Boilng point, 76—-78°C/11 mmHe. 

5) a-Ketoeapronic acid, CH3-(CH2)3-CO:-COOH: Prepar- 
ed from a-oximinoeapronic ester by the Kondo (methed (1912). 
Boiling point, 93°C/14 mmHe. 

6) Phenylglyoxylic acid, CeH;:CO:-COOH: Prepared from 
benzoyleyanide by the Claisen method (1877). F.P., 65-66°C. 

7) Phenylpyruvie acid, Ce6H;:CH.-CO-COOH: Prepared 
from phenyleyanpyruvic ester by the Erlenmeyer and Arbenz 
method, (1904). HPus 15415520) 

8) Phenyl-a-ketobutyrie acid, CsyH;- (CH.).:CO-COOH: 
Prepared from phenyloxycrotonie acid by the Fittig method 
C1898).2 PPL i462C. 

9) Oxaloacetie acid, COOH:CH::-CO-COOH: Prepared 


4) a-Keto-isovaleric¢ acid, 


= 
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from anhydrous oxymaleic acid by the Wohl and Oesterlin 
method (1901). F.P., 185°C (decomp.). 

10) a-Ketoglutarie acid, COOH -CH.:-CH,:-CO-COOH: 
Prepared from oxalosuccinic ester by the Blaise and Gault 
method: (1911). FP 12-113" 6; 

11) Acetoacetic acid, CHs:-CO-CHs:COOH: Prepared 
from acetoacetic ester by the Shaffer method (1921). 


Determination of ketonic acids. 


The concentration of the solutions of a-ketonie acids was deter- 
mined by the bisulphite binding method of Clift and Cook(1932) 
or by the 2.4-dinitrophenylhydrazone method of Lu (1939). The 
liquid ketoni¢ acids, such as pyruvic, ketobutyric, ketovaleric, keto- 
isovaleric, ketocapronic acids, were of 92-96% purity, while other 
acids which were crystalline, were analytically pure. 

f-Keto acid, that is acetoacetiec acid, was determined by con- 
verting the acid to acetone and measuring the acetone thus formed 
according to the Messinger-Huppert principle. 

All the ketonie acids were used in the form of sodium salts. 

Carbon dioxide produced and oxygen consumed were deter- 
mined by the manometric method of Warburg. The retention 
of carbon dioxide in the fluids to be tested varied according to the 
nature of the enzyme samples, but this made it unnecessary to in- 
troduce corrections of more than 5%, which were thus disregarded. 


I. AcTION OF CARBOXYLASE ON KETONIC ACIDS. 


The decarboxylatic action of yeast carboxylase is by no means 
limited to pyruvic acid. Other acids were found by Neuberg 
and his co-workers to be also decarboxylated: Oxaloacetic acid by 
Neuberg and Tir (1911), Neuberg and Karezag (1911), 
Neuberg and Kerb (1912i, 1913), and Neuberg and Rosen- 
thal (1914); a-ketobutyric acid by Neuberg and Kerb (19121 
and ii, 1913, 1914); a-ketoglutaric acid by Neuberg and Kerb 
(1912 ii), and Neuberg and Ringer (1915); hydroxypyruvie 
acid by Neuberg and Rosenthal (1914); methyl-ethylpyruvic 
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acid by Neuberg and Peterson (1914) ; a-ketocapronie acid by 
Sen(1923 i); dimethylpyruvie acid by Sen(1923 ii) ; a-ketovaleric 
acid by Hofmann (1931). An indication of fermentation of 
phenylketobutyric acid was noticed by Neuberg and Kerb 
(1912 ii). y-Diketovaleric and trimethylpyruvic acids were found 
not to be decarboxylated by Neuberg and Kerb (191211) and 
Neuberg (1927), and Neuberg and Weinmann (1928) respec- 
tively. Neuberg (1927) attributed the nonfermentability of tri- 
methylpyruvie and a-ethoxyacrylic acids to their inability to form 
enolic forms. 

The investigations performed by Neuberg and his co-workers 
were, however, restricted within the fermentability of the ketonic 
acids, and not extended to the relationship between the chemical 
constitution and the rate of fermentation of the acids. In view 
of the increasing necessity of establishing this relation, the present 
writer compared the velocity of decarboxylation of various a- 
ketonic acids by Lebedev’s maceration extract of baker’s yeast 
(Fleischmann) under the experimental conditions shown in 
Table I. One molecule of carbon dioxide was liberated from one 
molecule of the ketonie acids, and this carbon dioxide was driven 
off from the acidic media. The results are summarized in the table. 
It should be stated here that appropriate blank tests were always 
run throughout the experiments referred to in this paper, and 
the main experiments were checked by controls whenever necessary. 
The data listed in the tables are based at least on triplicate con- 
cordant tests. It is revealed in Table I that the velovity of de- 
carboxylation of aliphatic a-ketonic acids decreased with the in- 
crease of molecular weights of the acids. a-Keto-isovalerie acid 
was decarboxylated at nearly a half velocity of that of the corre- 
sponding keto-n-valeric acid, but more rapidly than ketocapronic 
acid. The introduction of a phenyl group in the molecules of the 
ketonic acids remarkably increased the resistance against the 
enzymic action: Phenylglyoxylie acid was not affected by the 
enzyme; phenylpyruvic acid produced only minute quantities of 
carbon dioxide; phenyl-a-ketobutyrie acid was decarboxylated at 
a distinct but far smaller velocity as compared with a-ketovaleric 
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acid. Contrary to the ketonic acids of the aliphatic series, aromatic 
acids of larger molecules became more susceptible to the enzymic 
action. It is likely that the phenyl group has an inhibitory effect 
on the decarboxylation and that this effect manifests itself more 
markedly as the group approaches to the carboxylic group. The 
nonfermentability of the enolisable a-quinoline pyruvic acid forced 
Neuberg and Minard (1937) to retract Neuberg’s view that 
enolisation of a-ketonic acids might be a necessary condition for 
their decarboxylation. However, it seems to the writer that this 
problem can be solved by assuming that the quinoline ring renders 
a-quinoline pyruvic acid resistant to the carboxylase action, just 
in the same manner as the benzene ring did so in the case of phenyl 
pyruvie acid. 

Decarboxylation of a-keto-dicarboxyle acids is also shown im 
Table I. The initial velocity of decarboxylation of oxaloacetie 
acid was smaller than that of the corresponding monocarboxylic 
acid (ketobutyrie acid), but at the later stage the quantities of 
carbon dioxide produced from the former exceeded those produced 
from the latter. This was indicative of the lhberation of both 
carboxyle groups at a- and /-positions at lower velocity than in 
the cases of monocarboxylic acids. The gas evolved from oxaloace- 
tie acid was proved to be exclusively carbon dioxide. Oxaloacetic 
acid was stable in the reacting medium, spontaneous production of 
carbon dioxide being negligible. Lynen (1939) assumed that the 
decarboxylation of oxaloacetic acid by yeast might been with its 
decomposition into carbon dioxide and pyruvic acid, and then the 
pyruvic acid thus formed might be subsequently decarboxylated. 
However, considering the great resistance of §-ketonic acid (aceto- 
acetic acid in Table I) against carboxylase, the cleavage of the 
P-carboxylic group of oxaloacetic acid seems to be doubtful. Thus, 
it may be more reasonable to assume that the first step involved 
in this reaction is the degradation of oxaloacetie acid into carbon 
dioxide and aldehydo-propionic acid, the latter acid being decompos- 
ed into acetaldehyde and carbon dioxide. 

COOH ‘CO: CHs:- COOH=CO.+ CHO: CH», - COOH 
CHO - CH,: COOH=CHO: CH; +COz 
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However, the velocity at which aldehydo-propionic acid is de- 
composed by carboxylase is unknown. Concerning this point 
Neuberg (1927) wrote briefly that the acid was decarboxylated 
by yeast. A possibility of the spontaneous decomposition of 
aldehydo-propionie acid is not excluded. Whatever the actual 
magnitude of the decomposition of aldehydo-propionie acid may be, 
the determining factor for the decarboxylation of oxaloacetie acid 
must be, then, the ease with which the a-carboxylie group is split’ 
off from this acid. 

The fact that oxaloacetic acid produced carbon dioxide at a 
lower rate than a-ketobutyric acid shows that the carboxyvlie group 
at the #-position inhibits decarboxylation more strongly than the 
methyl group. The very slow decarboxylation of a-ketoglutaric 
acid may be due to the combined retarding effects of the y- 
earboxyhe group and the larger molecular weight of the acid. 
Lynen (1939) observed that oxaloacetic acid and especially a-keto- 
elutaric acid were decarboxylated by frozen yeast at a far slower 
velocity than pyruvic acid. He attributed this to the use of frozen 
yeast. However, the results of the present experiments indicate 
that Lynen’s observation is due to the chemical structure of the 
substrates and not to the variety of the enzyme sample. 


II. DIsMUTATION OF @-KETONIC ACIDS AND TRIOSEPHOSPHATE 
BY TRIOSEPHOSPHATE MUTASE. 

The dismutation between pyruvie acid and triosephosphate is 
catalyzed by a mutase, the former being reduced to lactie acid and 
the latter being oxidized to phosphoglycerate. Green, Needham 
and Dewan (1937) found that a-ketonic acids ineluding pyruvic 
acid were able to participate in the reaction. Thus a-ketobutyrie, 
oxaloacetic, a-ketoglutaric, mesoxalie and a-hydroxyphenylpyruvic 
acids were reduced to the corresponding hydroxy acids by triose- 
phosphate in the presence of the enzyme which was called by them 
“triosephosphate mutase”. 

The following experiments were undertaken with the object 
of comparing quantitatively the rates of dismutation between a- 
ketonic acids and triosephosphate. Various ketonic acids and 
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triosephosphate were brought into contact with the mutase, and 
the volume of carbon dioxide liberated was determined mano- 
metrically. Carbon dioxide was expected to be driven off, as the 
result of oxidation of triosephosphate to phosphoglycerate by dis- 
mutation, from the medium which contained the sodium bicarbonate 
solution saturated with carbon dioxide. The liberation of one 
molecule of carbon dioxide resulted from the dismutation of one 
‘molecule of the ketonic acids. The liquids in the manometer tubes 
were equilibrated with a mixture of 95% nitrogen and 5% carbon 
dioxide in the usual way. The perplexity which would be in- 
troduced by the secondary dismutation of triosephosphate with 
the pyruvie acid once produced from it, was excluded by adding 
to the reacting mixture sodium fluoride which inhibited the pro- 
duction of pyruvic acid from triosephosphate by the glycolysing 
enzyme system contained in the enzyme sample. The detailed ex- 
perimental conditions are shown in Table Il. The triosephosphate 
mutase was prepared from rabbit’s muscle by the method of Green 
et al.; the aqueous extract of minced muscle was precipitated with 
acetone, the acetone-dried precipitate was extracted with water, 
and this extract was served as the enzyme solution. Cozymase 
which was found by Green et al. to be indispensable for the 
enzyme action, was prepared from the Fleischmann baker’s 
yeast by the Meyerhof and Ohl meyer method (1937). Hexose-_ 
diphosphate was used as an instantaneous source of triosephos- 
phate. The hexosediphosphate was prepared by converting 
eandiolin, which was purified by the Neuberg and Sabetay 
method (1925), into sodium salt. 

The results of the experiments are listed in Table I]. The 
inference to be drawn from the data of the table is that the velo- 
cities of dismutation between aliphatic a-keto-monocarboxylic acids 
and triosephosphate decreased. with the inerease of molecular 
weights of the acids. No trace of carbon dioxide was formed from 
ketonic acids by the mutase in the absence of triosephosphate. 
Small amounts of carbon dioxide were produced in the control ex- 
periments which were run without ketonie acids. This was due to 
the dismutation between two molecules of triosephosphate to phos- 


| 
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TABLE II. 


Dismutation of Ketonic Acids with Triosephosphate. 
0.25 ce. Triosephosphate mutase + 0.25 ec. 0.15% cozymase+0.1 ce. 0.1 
M sodium hexosediphosphate+0.25 ce. 0.1M ketonie acids (sodium 
salts) +0.1 ce. 0.5 M sodium bicarbonate saturated with earbon dioxide 
+0.05 ec. 0.2 M sodium fluoride. Total volume 1.0 cc. Temperature 
37°C. Gas room: 95% N2+5% COs. Control experiments: 0.25 ce. 
water instead of ketonic acids. 


Production of carbon dioxide (emm) 
Min. 

Ketonie acids 10 20 30 40 50 60 

Control 9.5 13.6 18.7 22.3 26.0 30.9 
Pyruvie 82.1 151.7 195.5 230.5 250.3 257.9 
a-Ketobutyric 49.7 116.4 164.3 197.3 217.8 236.8 
a-Ketovaleri¢ 39.8 76.2 109.7 138.0 158.3 174.5 
a-Keto-isovaleric¢ 23.5 40.8 52.9 64.4 73.4 82.6 
a-Ketocapromie _ 18.2 30.6 44.4 §3.2 62.8 69.1 
Phenylglyoxylie 4.4 6.3 9.7 Nee 14.4 WAT 
Phenylpyruvie 7.3 9.5 14.1 195 21.8 24.3 
Phenylbutyrie¢ 9.0 12.6 16.1 19.3 23.5 27.4 


phoglycerate and a-glycerophosphate. The aromatic acids exerted 
inhibitory effects on the production of carbon dioxide from 
hexosediphosphate. The inhibitory effects were greater as the 
molecular weights of the acids increased. 


III. ANAEROBIC DISMUTATION OF KETONIC ACIDS 
BY SLICES OF RAT’S BRAIN. 

The main reaction by which a-ketonic acids are metabolized 
in animal tissues under anaerobie conditions is the dismutation 
between two molecules of the acids. This will be proved by the 
fact that one molecule of carbon dioxide is produced from two 
molecules of the acids according to the following general scheme: 


2R- CO: COOH+H:0=R-: CHOH -COOH+R-COOH+CO:2 
With the employment of slices of rat’s brain which offered the 


rich source of the dismutase, the present writer examined the 
dismutation of a-ketonic acids under strictly anaerobic conditions. 
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The slices of brain were suspended in Krebs’ saline solution (1932) 
which contained sodium bicarbonate saturated with carbon dioxide, 
and the reacting fluids were equilibrated with a mixture of 95% 
oxygen-free nitrogen and 5% carbon dioxide. The carbon dioxide 
produced by the dismutation was expected to be driven off from 
the media, as soon as it was liberated. It is shown in Table III 
that the aliphatic acids of smaller molecular weights dismutated 
at higher velocity. The same held true for aromatic acids; phenyl- 
pyruvie acid produced larger quantities of carbon dioxide than 
phenylbutyric acid. It is worthy of notice that the velocity of 
dismutation of phenylpyruvie acid exceeds that of a-ketocapronic 
acid. Compared with the data in Table I, the inhibitory effect of 
the phenyl group on dismutation is of much smaller degree than 
on decarboxylation. This may be the reason for the reverse order 
which phenylpyruvie and phenylbutyric acids show in the velocities 
of decarboxylation and dismutation. In the case of dismutation 


TasBLeE III. 


Dismutation of Ketonic Acids by Slices of Rat’s Brain. 
200 to 300 mg (weighed accurately) slices of rat's brain+0.3 ec. 0.1 M 
ketonic acids (sodium salts) +1.3 ec. Krebs’ saline solution. Tem- 
perature 37°C. Gas room: 95% Noe (Os-free) +5% COz Control ex- 
periments: 0.3 cc. water instead of ketonic acids. 


MERC Production of carbon dioxide (emm)*:| Decrease of 
Sains ketonic acids Q*s 
; 2 after 180 min. : 
aa acids 30} 60 | 90 | 120 | 150 | 180 [Att 08) 
Pyruvie 42.7 | 75.8 | 104.6 | 127.6 | 147.2 | 165.7 1.39 0.47 
a-Ketobutyric 39.8 | 71.9 | 100.6 | 122.5 | 141.9 | 159.7 1.57 0.46 
a-Ketovaleric 28.8 | 40.6 | 51.7 | 59.7 | 66.1 | 71.3 0.79 0.47 
a-Ketocapronic 13.0 | 23.4 | 34.1 | 41.7 | 48.8 | 55.8 0.71 0.46 
Phenylglyoxylie 0 0 0 0 0 0 0 0 
Phenylpyruvic 19.3 | 32.6 | 42.9 | 52.1 60.2] 66.8 1.12 0.44 
Phenyl-a-ketobutyric| 5.0} 7.5 DeSales ON ale Vales aad des 0.19 0.49 


*, Quantities of carbon dioxide produced in control experiments were 


subtracted. 
2 Mols carbon dioxide produced/mols ketonic acids decreased after 
180 min. 
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of these acids the retarding effect of the phenyl group on the reac- 
tion may not be strong enough to hamper the facilitating effect of 
the smaller molecular weight of phenylpyruvie acid on the de- 
carboxylation. Phenylglyoxylic acid was quite indifferent, as 
examined so far, to the action of various enzymes. This may be 
accounted for by the inability of the acid to convert into the enolie 
form. 

The determination of the quantities of ketonic acids which 
were consumed after 180 minutes’ incubation indicated that one 
molecule of carbon dioxide was produced while two molecules of 
ketonic acids disappeared; the Q values (ratios of mols carbon 
‘dioxide evolved to mols ketonie acids consumed) in Table III ap- 
proach nearly to 0.5. It may be concluded from this fact that 
the reaction which took place under the experimental conditions 
could be considered dismutation. 


IV. ANAEROBIC AND AEROBIC DECOMPOSITION OF KETONIC 
AGIDS BY LACTIC ACID BACTERIA. 


Krebs and his co-worker (1937) were once of firm opinion 
that the metabolism of pyruvic acid by bacteria and animal tissues 
should be principally carried out via dismutation, the consumption 
of oxygen being the result of the subsequent oxidation of the lactic 
acid which was the product of dismutation. Views conflicting with 
Krebs were held by Barron and his co-workers (1932, 1933, 1936, 
1938). They insisted that pyruvic acid might be metabolized by 
bacteria and animal tissues along two paths, oxidation (to acetic 
acid and carbon dioxide) and dismutation, the predominence of 
either process depending mainly on the oxygen tension. The de- 
hydrogenation of pyruvie acid to acetic acid and carbon dioxide 
by lactic acid bacteria (bact. acidificans longissimus Delbriickii) 
was repeatedly confirmed by Lipmann (1937i, ii, 19391 to iv). 
It is evident from the literature mentioned above that the meta- 
bolism of ketonie acids by bacteria proceeds through either direct 
oxidation or dismutation. The present writer examined the 
anaerobie and aerobic disintegration of a-ketonic acids by lactic 
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acid bacteria. The bacteria used were of a new species called 
bacillus thermophilus acidi Owanii which was isolated by Matu- 
moto and Komatu (1939) from “miso” (bean paste) prepared 
in Owani district. Its average size is 2.5 to Tu by 0.8 to l.lu. The 
size of spore is 2 to 2.4u by 1.1 to 1.3u. The bacillus is anaerobic 
and facultatively aerobic. The organism grows well on bouillon- 
agar or better still on koji*-agar containing 1.5% calcium carbonate 
at temperatures between 30° and 70°C, the optimum being at 50° 
to 55°C. Growth ceases above 80°C. 


a) Anaerobic decomposition of ketonic acids. | 

The bacteria cultured on koji-agar for 24 hours at 50°C were 
gathered, washed twice with Krebs’ saline solution, and suspended 
in the same solution. This suspension was mixed with solutions 
of ketonic acids under strictly anaerobic conditions described in 
Table IV, and the quantities of carbon dioxide evolved and of 
ketonic acids consumed were determined. The order of the evolu- 
tion of carbon dioxide from the ketonic acids was the same as 
in the case of dismutation of the acids by rat’s brain; the produc- 
tion of the gas tended to decrease with the increase of molecular 
weights of the acids, and the introduction of a phenyl group into 
the molecules did not inhibit the reaction so markedly as in de- 
carboxylation and in dismutation with triosephosphate. When 
ratios of mols carbon dioxide evolved and mols ketonie acids de-— 
creased was calculated after 180 minutes’ incubation, they showed 
values which were nearly 0.5. Consideration of these findings 
reveals that the reaction which took place under the experimental 
conditions was mainly dismutation. That the ratios mentioned 
above were slightly larger than 0.5 may indicate that some other 
reactions, such as decarboxylaton, could also take place, though to 
only a slight extent. It was found in the present experiment 
that keto-dicarboxylic acid (a-ketoglutaric acid) hardly responded 
to the dismutative reaction, the production of carbon dioxide being 
negligible. 


* Koji is rice fermented by aspergillus oryzae. 
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TABLE IV. 
Dismutation of Ketonic Acids by Lactie Acid Bacteria. 
1.3 ce. Bacterial suspension (dry weight of bacteria was 8.0 mg) 
+0.2 ec. 0.15 M ketonic acids (sodium salts). Temperature 37°C. Gas 
room: 95% Ne (Os-free) +5% COs. Control experiment: 0.2 ce. water 
instead of ketonie acids. 


at Production of carbon Decrease of 

ele Min. dioxide (emm)*1 ketonic acids Q*s 
: ~ afetr 180 min. 
Ketonie acids 30 60 90 120 (ng) 
Pyruvic 41.1 103.8 183.8 269.6 1.78 0.62 
a-Ketobutyric¢ 38.5 94.8 148.0 191.7 1.56 0.56 
a-Ketovaleric¢ 17.8 39.1 57.9 72.8 0.62 0.61 
a-Ketocapronic 10.1 24.8 33.9 40.0 0.41 0.58 
Phenylpyruvic 13.5 35.4 52.0 67.1 0.87 6.61 
Phenyl-a-ketobutyric 9.0 18.4 25.4 31.0 0.41 0.55 
a-Ketoglutaric 2.4 Beil 3.2 


*, Quantities of carbon dioxide produced in control experiments were 
subtracted. 


*, Mols carbon dioxide produced/mols ketonic acids decreased after 
180 min. 


b) Aerobic decomposition of ketone acids. 

The fresh bacteria grown vigorously on koji-agar were washed 
twice with 0.9% sodium ehloride solution, containing 0.05 m phos- 
phate buffer (pH 7.2), and suspended in the same solution. The 
employment of old bacteria was avoided, since the oxidative activity 
was weak in this case and the oxidation of the acids except pyruvic 
acid was so deeply depressed by the ketonic acids themselves that 
the consumption of oxygen was lower than in the control experi- 
ments which were run without the substrates. The enzyme suspen- 
sion and ketonie acids were mixed, and the consumption of oxygen 
from air, with which the liquids in the manometer chambers were 
equilibrated, was measured under the experimental conditions 
mentioned in Table V. As shown in the table the ketonic acids 
with larger molecular weights tended to spend smaller amounts 
of oxygen. The existence of a phenyl group or a second carboxylic 
group rendered the acid more resistant against oxidation: Phenyl- 
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TABLE V. 


Oxidation of Ketonie Acids by Lactic Acid Bacteria. 
2.1ce. Bacterial suspension (dry weight of bacteria was 12.0 mg) 
+0,.2 cc. 0.1 M ketonic acids (sodium salts). Temperature 37°C. Gas 
room: air. Control experiment: 0.2 ce. water instead of ketonic acids. 


fret Consumption of oxygen (emm)*1 arene of 
ae . etonie acids x. 
Bina wee 10 | 20 | 30 | 40 |: 50 | 60 | 70 ever ad 
acids \ 
Pyruvic 28,9| 59.8] 86.6| 117.5 | 148.4 | 167.0 | 177.3 1.41 0.49 
a-Ketobutyric | 22.1] 50.3; 70.0) 104.1 | 135.7 | 1548 | 164.8 1.53 0.49. 
a-Ketovaleric | 18.6} 39.3] 58.1} 75.1 } 98.3 {109.4 | 112.6 1.16 0.50 . 
a-Ketocapronic| 8.4] 20.7} 39.0} 55.0 | 74.1 | 88.6 | 98.4 LAT 0.49 
Phenylpyruviec | - 5.5] 15.1} 26.8] 42.7 |. 55.8 | 69.1 | 80.4 IPG; 0.51 
a-Ketoglutaric,| 7.3) 8.5) 13:8), 17.1.) 22:5) 31.7 Ore, Osu less 


*, Quantities of oxygen consumed in control experiments were subtracted. 


*), After 60 min. 
Mols oxygen consumed/mols ketonic acids decreased after 70 min. 


pyruvic and a-ketoglutaric acids were oxidized at slower rates than 
corresponding aliphatic a-ketobutyric and a-ketovaleric acids. The 
ratios between mols oxygen consumed and mols ketonie acids dis- 
appeared approached to the theoretical value (0.5) for the oxida- 
tion of ketonie acids to carbon dioxide and fatty acids with one 
less carbon atom. However, since the bacteria used in the present 
experiments were found to contain oxidase for a-hydroxy acids, it 
seemed possible that the consumption of oxygen might be, as sug- 
gested by Krebs, due to the secondary oxidation of the hydroxy 
acids which were produced from the ketonic acids as the sequence 
of primary dismutation. This ambiguity can be eliminated by the 
fact that the anaerobic dismutation of pyruvic acid was profoundly 
inhibited in the presence of hydrogen sulphide while the oxidation 
remained almost unaffected. If the oxidation of lactic acid is the 
only cause of the oxygen uptake, the inhibition of dismutation 
should result in the retardation of the oxydative removal of pyruvie 
acid. That this was not the case, indicated that pyruvie acid was 
directly oxidized under aerobie ‘conditions. The experimental 
results are listed in Table VI. Bacteria were washed twice with 
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TABLE VI, 


Inhibitory Effect of Hydrogen Sulphide on Dismutation and 
Oxidation of Ketonie ‘Acids by Lactic Acid Bacteria, 

A. 17 ce. Bacterial suspension (dry weight of bacteria was 45 mg) 
+1.34¢e. sodium pyruvate (29.39mg)+1.66cc. 0.1M NaS. 
Total volume 20.0 ce. : 

B. 1.66cc. water intsead of NaS. Temperature 37°C. Time 120 
min. Gas room: 95% Noe (Ox-free) +5% COez in dismutation ex- 
periments, and air in oxidation experiments. 


Decrease of pyruvie acid (mg) 


No. of Dismutation Oxidation 
experiment 


A(+H8) BC ELS) A(+HL8) B(— Hes) 
ie = | 


I 1.82 10.62 9.73 9.33 


II 2.41 13.02 10.56 13.29 


0.9% NaCl solution containing 0.05 M phosphate buffer of pH 4.8, 
and suspended in the same solution. Sodium sulphide was used 
in an amount which released 0.002 M hydrogen sulphide in the 
acidic medium. As the presence of hydrogen sulphide reduced the 
accuracy of the manometric determination of carbon dioxide and 
oxygen, the anaerobic and aerobic reactions were surveyed. by 
measuring the decrease of pyruvie acid (the Lu method) after the 
removal of hydrogen sulphide by aeration. 


SUMMARY. 


1. In order to establish the relationship between the chemical 
structures of a-ketonie acids and their biological reactions, 10 acids 
including pyruvic acid were examined in their velocities in the 
following enzymic reactions: decarboxylation, dismutation with 
triosephosphate, anaerobic dismutation by rat’s brain, and anaerobic 
dismutation and oxidation by lactic acid bacteria of a new species 
isolated in Japan. 

2. By combining the results obtained from these different 
types of reactions it may be concluded that a-ketonic acids of the 

_aliphatic series with larger molecular weights repond to the enzymic 
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actions at lower velocities. The introduction of a phenyl or a 
second carboxylic group to the molecules increases the resistance 
toward the enzymic actions. The inhibitory effect of the phenyl 
group was different according to the reactions. Phenylketonic 
acids did not react with triosephosphate at all. The decarboxyla- 
tion was greatly reduced in phenylketonic acids. The effect of the 
phenyl group was rather slight in anaerobic dismutation and oxida- 
tion. Phenylglyoxylic acid was indifferent to all the reactions. 


Supplies of lactic acid bacteria were kindly given by Dr. K. 
Matumoto of the Imperial Brewing Experiment Station. 
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